Guia de estudios de vida util

para Listeria monocytogenes
en alimentos listos para el consumo

% ok K ok

* %k K

Comunidad
de Madrid




Guia de estudios de vida util
para Listeria monocytogenes
en alimentos listos para el

consumo

ok ok ok

* kK

Comunidad
de Madrid



El presente documento se ha redactado Unicamente con fines informativos.

La Subdireccién General de Seguridad Alimentaria y Sanidad Ambiental no garantiza la
exactitud de los datos e informaciones ofrecidos, ni asume la responsabilidad en
relacion con cualquier uso que de ellos pudiere hacerse. Por consiguiente, es
aconsejable que los usuarios consulten la legislacién en la que esta basada antes de
usar, bajo su exclusiva responsabilidad, esta guia

Redactado y actualizado por:

e Maria Fernandez Valenti. Responsable de la Comisién de Control de Riesgos
Bioldgicos, ano 2023. (Subdireccion General de Seguridad Alimentaria y Sanidad
Ambiental)

e Mercedes Sotodosos Carpintero. Jefa de Servicio de Evaluacion de Riesgos
Alimentarios, afio 2023. (Subdirecciéon General de Seguridad Alimentaria y
Sanidad Ambiental)

Revisado por:

Maria Teresa Palomino Ldpez. Jefa del Area de Gestién y Evaluacién de Riegos
Alimentarios.

Aprobado por:

Emma Sanchez Pérez. Subdirectora General de Seguridad Alimentaria y Sanidad
Ambiental

Edicion tercera: noviembre de 2023
(Actualizacion de la 22 edicién de agosto de 2012)


https://www.comunidad.madrid/publicamadrid

GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Presentacion

Es un placer para mi presentar la “Guia de estudios de vida util para Listeria
monocytogenes en alimentos listos para consumo”.

Para el Gobierno de la Comunidad de Madrid garantizar la salud de los madrilefios
resulta prioritario. Por ello, al igual que ocurre en otros ambitos, en materia de seguridad
alimentaria la prevencion también resulta indispensable. En este contexto es donde el
control de la bacteria Listeria monocytogenes, que puede encontrarse en determinados
alimentos, se convierte en un factor clave. En este sentido, la propia Union Europea ha
puesto en marcha diversas iniciativas con objeto de que las empresas alimentarias
puedan demostrar que los alimentos que elaboran son seguros.

Con el presente documento tratamos de difundir entre las empresas alimentarias de la
region y los laboratorios que realizan las pruebas analiticas que correspondan, las
recomendaciones técnicas europeas en esta materia.

Tengo el pleno convencimiento de que esta guia, fruto del esfuerzo de un equipo
humano de profesionales de gran valia, va a constituir una herramienta practica muy
eficaz e interesante que facilitard sin lugar a dudas la consecucién de un claro objetivo:
garantizar la salud de los madrilefios.

Elena Andradas Aragonés
Directora General de Salud Publica
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Introduccion

A quién se dirige esta Guia

La guia esta dirigida primordialmente a las empresas alimentarias que fabrican alimentos
listos para el consumo, con el objetivo de facilitarles las recomendaciones europeas para
realizar los estudios de vida Util preceptivos en relacidn con Listeria monocytogenes.

En los anexos también se han incluido protocolos de trabajo destinados a los laboratorios
de ensayo que colaboran con las empresas en la realizacion de estos estudios.

En qué bibliografia se basa

En esta 22 edicién de la Guia, se ha mantenido la redaccion original, si bien se han
modificado algunos apartados para incluir las versiones actualizadas de las
recomendaciones técnicas para realizar y verificar Estudios de Vida Util que se detallan
en los siguientes documentos comunitarios y de la AESAN:

e Documento Guia de la Comisién Europea (CE, 2008 a), dirigido a las empresas
alimentarias (SANCO 11510/2013)

e Documento Guia técnica del Laboratorio Comunitario de Referencia para
Listeria monocytogenes (CE, 2008 b), dirigido a los laboratorios. Version 4- 1 de
julio de 2021 (EURL. Lm Guide)

e Documento para la evaluacién de la competencia de laboratorios que realizan
test de desafio en relacidon con L. monocytogenes en alimentos listos para el
consumo. Version 3- 10 de febrero de 2023 (EURL Lm Guidance)

e Documento de orientacion para la verificacion de estudios de vida util en
relacion con Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo de la
AESAN (Aprobado en la Comision Institucional de 16/10/2019)

o Informe del Comité Cientifico de la AESAN en relacion a los estudios de vida Uutil
para Listeria monocytogenes en determinados productos alimenticios (AESAN-
2011-003)

o Informe del Comité Cientifico de la AESAN sobre la verificacién de estudios de
vida util en relacion a Listeria monocytogenes en alimentos listos para el
consumo (AESAN-2019-001)

En las descripciones de los estudios complementarios, dirigidas a las empresas, se han
afladido opiniones de la Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria de los Alimentos
(AESSA, 2005).

En la BIBLUOGRAFIA se resefian las citas completas de estos documentos y se facilitan las
direcciones de Internet donde estan disponibles para su acceso directo y gratuito. La
terminologia de esta guia se ha adaptado a la utilizada por la AESAN

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Qué contiene y como se utiliza

La Guia comienza con unas CONSIDERACIONES PREVIAS para recordar el marco legal
de los estudios de vida util y su inclusién dentro de los sistemas de autocontrol, resaltar la
necesidad frecuente de combinar varios, clarificar la colaboracién entre empresas e
insistir en la importancia de la documentacidn como evidencia objetiva.

Se termina relacionando los ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS y OTRA INFORMACION
posible, destacando sus aplicaciones practicas, ventajas y limitaciones.

Los ANEXOS se han reservado para la informacion mas aplicativa y practica:

El Anexo 1, con arbol de decisiones y ejemplos de su uso, orienta a las empresas
alimentarias para comenzar a abordar los estudios de vida Util a realizar.

En el Anexo 2 se muestran los beneficios y limitaciones de los distintos ensayos
laboratoriales (ensayos de desafio y ensayos de durabilidad).

En el Anexo 3 se ilustra el uso de los modelos matematicos de microbiologia
predictiva. Los Anexos 4, 5, 6 y 7, contienen los protocolos de trabajo
recomendados para los laboratorios de ensayo que practican las pruebas analiticas.
T

En el Anexo 8 se muestra u diagrama-esquema para la realizacidon de ensayos de
desafio.

El Anexo 9 contiene un listado de verificacién que hemos elaborado para tratar
de resumir todas las directrices técnicas comunitarias descritas a lo largo de la Guia.
En el Anexo 10 hemos recopilado algunos valores publicados de pH y actividad de
agua de distintos alimentos listos para consumo, a modo de ejemplo y orientacién.
En el Anexo 11 hemos incluido los criterios microbioldgicos vigentes para L.
monocytogenes, las definiciones mas relevantes y los acrénimos utilizados en la
redaccion de la Guia.
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Consideraciones previas

La obligacion legal de que los fabricantes de alimentos listos para el consumo realicen
estudios de vida util para Listeria monocytogenes esta establecida en el Articulo 3,
apartado 2 del Reglamento CE N© 2073/2005 (DOCE, 2005): "Cuando sea necesario,
los explotadores de las empresas alimentarias responsables de la fabricacién
del producto realizaran estudios conforme a lo dispuesto en el anexo II para
investigar el cumplimiento de los criterios a lo largo de toda la vida util. Esto es
aplicable especialmente a los alimentos listos para el consumo que puedan
permitir el desarrollo de Listeria monocytogenes y puedan suponer un riesgo
para la salud publica en relacién con dicha bacteria”.

En la tabla 1 se recogen los estudios mencionados en el citado Reglamento, aunque
hay que tener en cuenta que, en general, la duracién de la vida util de los alimentos
se suele establecer combinando las informaciones procedentes de las distintas
fuentes.

Tabla 1. Estudios para investigar el cumplimiento de los criterios (Anexo Il del Reglamento CE n° 2073/2005)

Caracteristicas del producto y bibliografia cientifica

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

« Consulta de la bibliografia cientifica y de los datos de investigacion disponibles acerca de los
aspectos que caracterizan el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos en cuestion.

Estudios complementarios: tendran en cuenta la variabilidad inherente al producto, los microorganismos en

cuestion y las condiciones de transformacion y almacenamiento

« Modelos matematicos de prondstico establecidos para el alimento de que se trate, utilizando
factores criticos de crecimiento o supervivencia aplicables a los microorganismos en cuestion
presentes en el producto.

o Pruebas para investigar la capacidad que tiene el microorganismo en cuestion, adecuadamente
inoculado, para crecer o sobrevivir en el producto en diferentes condiciones de almacenamiento
razonablemente previsibles.

- Estudios para evaluar el crecimiento o supervivencia de los microorganismos en cuestion que
puedan estar presentes en el producto durante su vida Util en condiciones razonablemente previsibles
de distribucién, almacenamiento y utilizacion.

La determinacién de la duracion de la vida util es muy importante para la seguridad
microbioldgica de los alimentos listos para el consumo (ALC), en especial en aquellos
alimentos en los que puede producirse crecimiento de L. monocytogenes.

Las empresas fabricantes de ALC deberan llevar a cabo estudios de vida util y la revision
de sus planesAPPCC en las siguientes circunstancias:

o Desarrollo de alimentos nuevos o modificados.

o  Desarrollo de procesos nuevos o modificados.

o Desarrollo de nuevos envasados.

o Cualquier cambio significativo en los ingredientes y/o el envasado de los alimentos existentes.

o Cambios en las instalaciones o en el equipo de produccién que supongan un
cambiosustancial en el producto ya existente (procesado, formulacion, etc)

o Cuando previamente no hayan realizado estudios de vida Util.

o Cuando los resultados del autocontrol o del control oficial indiquen que la vida util del
productono es la idonea.

4
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Consideraciones previas

La empresa alimentaria es responsable de establecer la vida util en unas condiciones
definidas, las cuales deberian tener en cuenta las condiciones razonablemente
previsibles de distribuciéon, almacenamiento y uso.

Una parte importante de estas condiciones previsibles es la temperatura de
almacenamiento durante toda la vida util, y, en consecuencia, se debe(n) justificar
la(s) temperatura(s) elegida(s) para el estudio de vida util.

Como norma, el uso de temperaturas de almacén demasiado bajas para establecer
la vida util, en comparacién con las temperaturas reales de la distribucion y uso,
puede conducir a una subestimacion del crecimiento microbiano, incluida L.
monocytogenes, y a una consecuente sobreestimacion de la duracién de la vida util.

Si la empresa desconoce las temperaturas reales de almacenamiento del producto
en cuestion, puede aplicar, p.e. 7-10°© C como temperatura de almacén en los
estudios de vida util. No obstante, las empresas alimentarias deben justificar qué
temperaturas utilizan para establecer la vida util, teniendo en cuenta datos de
temperaturas durante la distribucién y el almacenamiento por los consumidores.

En la practica, el establecimiento de la vida Gtil se considera parte del sistema
APPCC del fabricante, y tiene en cuenta:

e los controles sobre los proveedores que garanticen la calidad de
lasmaterias primas y la tendencia de los resultados de los
controles de materias primas,

o la confianza en los controles de las Practicas Correctas de Higiene
aplicados en el ambiente de fabricacion, reflejados en los resultados
delmuestreo de superficies y equipos de procesado,

e la experiencia del fabricante con productos similares,

o la velocidad de deterioro microbioldgico y el mantenimiento de la
calidadorganoléptica bajo las condiciones previsibles de almacén y uso.

4

La duracion de la vida util es parte integral de la seguridad del producto, y para
valorar si ésta es segura, resulta critica la identificacion de patogenos
relevantes, incluida L. monocytogenes, en las materias primas y en el
ambiente de produccioén.

Es importante recordar que las desviaciones de las condiciones normales, tales como
un elevado nivel de contaminacion inicial de las materias primas, temperaturas
demasiado elevadas durante el almacenamiento y el transporte, o una vida util
demasiado larga, podrian tener un impacto negativo significativo sobre la seguridad
del producto.
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Consideraciones previas

El objetivo de los estudios de vida Gtil para L. monocytogenes es demostrar que
el ALC cumple con el limite del criterio de seguridad alimentaria establecido para
este patoaeno a lo largo de toda su vida qutil.

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

La demostracion del cumplimiento y los estudios de vida Util pueden realizarse de
diversas maneras, comenzando por comparar las caracteristicas del producto con la
bibliografia cientifica disponible.

Se necesitan estudios complementarios cuando la comparacion de las
caracteristicas del producto con la bibliografia cientifica disponible u otros datos no
permite proporcionar suficiente informacién para apoyar la evaluacién de la vida util.
Estos estudios pueden incluir microbiologia predictiva, el uso del histérico de datos
adecuado o la realizacién de pruebas laboratoriales especificas, como los estudios de
durabilidad y los ensayos de desafio. Cada una de estas herramientas tiene ventajas
e inconvenientes, y pueden combinarse entre si cuando sea necesario.

El Anexol contiene un arbol de decisiones que muestra un planteamiento
esquematico de los pasos a seguir para aplicar los estudios de vida qtil. El
arbol también indica a las empresas alimentarias cudndo son necesarios estudios
complementarios especificos (p.e. estudios de durabilidad o ensayos de desafio) con
el fin de investigar el crecimiento (potencial) de L. monocytogenes en el alimento.

Para confirmar el mantenimiento de la vida atil definida para cada producto, es
necesaria la vigilancia continua v la verificacion de la misma

10
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Consideraciones previas

I} Evaluacién de la vida atil combinando
diferentes herramientas

En la practica, el establecimiento de la vida util, se considera parte del sistema
basado en los principios del APPCC del operador, y tiene en cuenta los controles sobre
los proveedores que garanticen la calidad de las materias primas y las tendencias de
los resultados de los controles de las buenas practicas de higiene aplicados en el
entorno de fabricacién.

Como paso previo para sacar un nuevo alimento listo para el consumo (ALC) al
mercado, el responsable del mismo tendrd que VALIDAR su vida Util respecto a
Listeria monocytogenes. El procedimiento para validar la vida util consiste en obtener
evidencia suficiente, utilizando las herramientas que sean necesarias entre las
sefaladas en el ANEXO II del Reglamento 2073/2005 (caracterizacion fisico-quimica
del producto, consulta de la bibliografia cientifica, modelos matematicos de
crecimiento, ensayos de desafio y ensayos de durabilidad), siempre teniendo en
cuenta la variabilidad inherente al producto, los microorganismos en cuestion, asi
como las condiciones razonablemente previsibles de transformacién vy
almacenamiento, de que la medida de control establecida (vida util) es adecuada.

Una vez establecida la vida util del alimento, el operador tendra que establecer los
controles adecuados (controles de pardmetros que limitan el crecimiento de Listeria,
como pH o AW del producto, conservantes, atmodsfera de envasado, etc, y, en caso
necesario, analiticas de producto al final del proceso de fabricacién y/o de la vida util)
para VERIFICAR que, con la vida util establecida, el limite para Listeria
monocytogenes de 100 ufc/g, no se superara en el momento del consumo.

11
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Consideraciones previas

ﬂ Colaboracion entre empresas
alimentarias

Tal como indica el articulo 3 del Reglamento 2073/2005, “Las empresas alimentarias
podran colaborar en la realizacion de dichos estudios (de vida atil)”, y, “En las guias
de practicas correctas contempladas en el articulo 7 del Reglamento (CE) no
852/2004 podran incluirse directrices para el desarrollo de dichos estudios.”

Con independencia de esta colaboracidon, es importante que la empresa tenga en
cuenta las condiciones especificas de cada planta individual de fabricacion. Las
empresas que elaboren productos similares en condiciones similares pueden
usar los resultados de los mismos estudios.

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

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

e La formulacion del producto debe ser la misma, en caso contrario, deben
evaluarse los efectos de los ingredientes sobre el crecimiento de L.
monocytogenes.

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

e Las condiciones de conservacion y la_vida util deben ser similares, y en caso
contrario, hay que evaluar el efecto de las diferencias sobre el crecimiento de
L. monocytogenes,

e La microflora asociada (iniciadores) debe ser idéntica, y en caso negativo,
tener el mismo efecto sobre L. monocytogenes.

La empresa debe demostrar a la autoridad competente que los productos y los
procesos de produccion son similares, o, si los productos no son similares,
demostrar cuales son las diferencias y qué efectos tienen sobre la
supervivencia y el crecimiento de L. monocytogenes. La empresa puede
emplear la bibliografia cientifica disponible y datos de investigacion como consulta.

12
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Consideraciones previas

Documentacion de los estudios de vida
util

La empresa debe conservar la documentacién de los estudios de vida uatil y sus
verificaciones como parte de las PCH y procedimientos APPCC.

La documentacion debe incluir todos los datos necesarios que se hayan empleado

para determinar la vida Gtil (caracteristicas del producto, bibliografia cientifica usada,
tipos y resultados de otros estudios de vida util).

Es esencial que esta documentacion esté disponible de forma inmediata, con el fin
de que la empresa pueda demostrar, a satisfaccion de la autoridad competente,
que sus alimentos listos para el consumo cumplen con el Reglamento comunitario
hasta el final de su vida util.

La empresa puede decidir el formato de esta documentacion.
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Dependiendo de cada situacion, estos estudios pueden ser suficientes para
evaluar el riesgo de los microorganismos patégenos; p.e., si el pH o la actividad
de agua de un alimento no permiten el crecimiento de Listeria monocytogenes, la
duracion de la vida microbioldgica debera garantizarse con las Practicas Correctas de
Higiene y la aplicacion de los Puntos de Control Criticos.

Se contemplan dos tipos de estudios obligatorios iniciales:
1. Caracteristicas del producto

2. Bibliografia cientifica
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Il Caracteristicas del producto

El primer paso en los estudios de vida atil, tal como se establece en el ANEXO
II del reglamento de criterios microbioldégicos, es la determinacion de las
“especificaciones de las caracteristicas fisicoquimicas del producto, como pH,
aw, contenido de sal, concentracion de conservantes y tipo de sistema de envasado,
teniendo en cuenta las condiciones de almacenamiento y transformacion, las
posibilidades de contaminacion y la vida util prevista”. Todos estos factores
(propiedades intrinsecas y extrinsecas del alimento) nos permiten determinar si el
alimento puede favorecer la supervivencia o el crecimiento de L. monocytogenes.
Ademas, una vez conocidas las caracteristicas del producto podemos compararlo con
productos similares descritos en la bibliografia cientifica, usar los datos obtenidos en
modelos de microbiologia predictiva, asi como disefiar los estudios laboratoriales
(ensayos de desafio o estudios de durabilidad) en caso de que sean necesarios. Por
tanto, sin conocer las caracteristicas fisicoquimicas del producto, no se
puede empezar ni dar por valido un estudio de vida util.

Se enumeran a continuacion las principales propiedades intrinsecas y extrinsecas a
tener en cuenta, y se describe brevemente como influyen en el crecimiento de Listeria
monocytogenes en el alimento:

1. Propiedades intrinsecas:
e Caracteristicas fisico-quimicas:
n pH
u aw
= contenido en sal/aziGcar y humedad
* concentracion de conservantes (acidos organicos,
nitritos)

= estructura (sélido, liquido)

e Microflora habitual asociada (recuento total) o especifica (bacterias acido-
lacticas, Pseudomonas)

2. Propiedades extrinsecas:

e Temperaturas de conservacion razonablemente previsibles en todas las fases
de la cadena alimentaria: produccién, almacenamiento, transporte,
minorista y consumidor

o Vida util prevista (tiempo de almacenamiento)

e Sistema de envasado: aire, vacio, atmdsfera modificada, permeabilidad del
material de envasado

¢ Humedad relativa durante el almacenamiento para productos sin envasar

e Para productos envasados en atmésfera modificada la composicion del gas
de envasado.

3. Es necesario también conocer el proceso productivo: Tratamientos térmicos,
condiciones de maduraciéon, productos loncheados o manipulados después de un
tratamiento bactericida, tipo de envasado,

Las caracteristicas mas importantes son el pH, la actividad de agua (aw) y el
tiempo/temperatura de conservacion, por lo que se deben describir e identificar
su rango de variacion inter e intra-lotes del alimento, ademas, se debe tener en
cuenta que tanto el pH como la aw pueden variar a lo largo de la vida util del alimento
(por ejemplo, en los quesos y otros productos madurados).
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El pH mide la acidez o alcalinidad de un alimento, oscila en el rango de 0-14 (ph<7
se considera acido, pH> 7 se considera alcalino). La aw (actividad de agua) mide
la cantidad de agua libre en el alimento disponible para el crecimiento microbiano
(no se debe confundir con la humedad del alimento), y oscila en un rango de 0-1.

La legislacion clasifica automaticamente un ALC en la categoria de alimentos que
NO pueden favorecer el crecimiento de L. monocytogenes (categoria 1.3) cuando
se cumple alguna de las siguientes caracteristicas:

e conpH<44

e conaw<0,92

e conpH<50yaw<0,94

e con una vida util inferior a 5 dias

e Otras categorias de productos siempre que se justifique cientificamente

4

Para poder incluir directamente un ALC en la categoria 1.3 del reglamento, tenemos
gue conocer los valores medios (con su desviacién estandar) de pH y/o aw del mismo:
estos valores deben medirse en al menos 3 lotes de alimento y con al menos 5
mediciones por lote, para tener en cuenta la variabilidad inter e intra lotes. Esto
es importante, ya que, pequefias variaciones en el pH o la aw, pueden tener un
impacto importante en el crecimiento de Lm.

Para utilizar el pH y/o la aw como factor limitante del crecimiento de Lm, la Agencia
Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) ha implementado a través
de la red BIOQURA las siguientes herramientas para apoyar estudios de vida util:
e T102 (Muestras con aw > limite) calcula la proporcién de muestras con una
actividad del agua superior a un limite en base a un muestreo.
e T103 (Muestras con pH > limite) calcula la proporcion de muestras con un pH
superior a un limite en base a un muestreo.
disponibles en el enlace: https://foodlab-upct.shinyapps.io/BIOQURA/ que permiten
calcular, con los valores medios, desviacion estandar y niumero de mediciones, el
porcentaje de muestras que tendrian un pH y/o aw superior al admisible.

Si la clasificacion del alimento se basa en la combinacion de diferentes factores, como
pH y aw, una vez conocidos los datos, y, si los valores de pH y aw calculados son
consistentes, pero, bien por separado, bien combinados, no coinciden con los
establecidos en el Reglamento, se pueden utilizar herramientas de microbiologia
predictiva, como el médulo de probabilidad de crecimiento del programa
“Sym’'Previous” (que indica combinaciones de pH y aw que pueden inhibir el
crecimiento de Lm a una temperatura dada), o el Lm growth boundary del programa
“Food Spoilage and Safety Predictor (FSSP)” (que indica la probabilidad de que Lm
crezca en el alimento en funcién de combinaciones de distintos acidos organicos) (ver
microbiologia predictiva).

En el Anexo 10 se recopilan los valores de actividad de agua y de pH publicados
para distintos tipos de alimentos, a modo de ejemplos orientativos.
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La formulacion del alimento es muy importante, en el caso de alimentos multi-
componentes, (por ejemplo, un sandwich), estos valores no se calcularan para el
alimento homogeneizado, sino para cada uno de los componentes (pan y relleno). Se
debe tener en cuenta, ademas, que estos factores pueden variar a lo largo de la vida
util (por ejemplo, en alimentos sometidos a fermentacién y/o desecacién, (como

quesos, jamones curados, etc).

La concentraciéon de conservantes también debe tenerse en cuenta: la adicion de
acidos organicos (como el diacetato, el acido sdrbico, los lactatos etc), la lisozima,
bacteriocinas como la nisina, aceites esenciales como el timol, polimeros naturales
como el chitosan, y sustancias formadas durante el procesado como los polifenoles
en productos ahumados, han demostrado su efectividad para retrasar el crecimiento

de Listeria.

La microflora habitualmente asociada al alimento influye, bien por competir por los
recursos con la Listeria, bien alterando el ambiente (como las bacterias lacticas que
bajan el pH), o produciendo sustancias inhibidoras (los lactococcus producen nisina).

Ademas, la estructura del alimento es importante, ya que influye en la distribucién

del agua y de los conservantes en el

alimento, y en la movilidad de los

microorganismos, en medios liquidos los microorganismos se distribuyen de forma

uniforme, pero en medios sélidos no.

Entre los factores extrinsecos, la temperatura de almacenamiento tiene un
impacto decisivo en el crecimiento de Listeria, y, hay que considerar que puede haber
abusos de temperatura durante la produccion, distribucidon y almacenamiento y uso

por el consumidor.

Conociendo estas caracteristicas, la empresa alimentaria puede determinar si es
posible la supervivencia o el crecimiento de L. monocytogenes en un ALC concreto.
Esta informacion también podria ayudar a la empresa a reformular sus productos
para prevenir o minimizar la supervivencia o el crecimiento de L. monocytogenes.

En cualquier caso, si utilizamos estos parametros para demostrar que el alimento no
permite el crecimiento de Listeria, tendremos que controlarlos como Puntos de
Control Critico (PCC), se puede considerar que el alimento se puede incluir en el
grupo de alimentos que no permite el crecimiento de L. monocytogenes y se podria
establecer un limite de 100 ufc/g durante toda su vida util.

A modo de resumen, en la siguiente tabla se muestran los principales parametros
del alimento que tienen impacto en el crecimiento de Listeria

monocytogenes

FACTORES INTRINSECOS
e pH

de sal/azdcar y humedad
¢ Acidos organicos, nitritos
¢ Conservantes
¢ Microflora intrinseca
e Estructura del alimento
* |a actividad de agua es la cantidad de agua
disponible para el crecimiento bacteriano

A, * (actividad de agua) o contenido

FACTORES EXTRINSECOS
T2 de la cadena de frio (fabricante,
almacenamiento, transporte \
consumidor)
Humedad relativa del aire (para
alimentos no envasados)
Tipo de envasado del producto final
(con/sin vacio, atmoésfera modificada,
Y, permeabilidad del envase)
Composicion de la atmoésfera
modificada en su caso
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- - V 4 - y -
PA Bibliografia cientifica
Se dispone de una amplia fuente de datos sobre L. monocytogenes y vida util en
libros, revistas cientificas y publicaciones de universidades e instituciones técnicas.
Muchas entidades nacionales, europeas (p.e. EFSA) e internacionales también
disponen de datos al respecto.

Cuando una empresa alimentaria ha establecido las caracteristicas de su ALC y las
condiciones en las que se produce, envasa y almacena, puede comparar esta
informacién con los datos existentes en la bibliografia cientifica.

En este punto, la consulta de bases de datos en relacidon con la supervivencia y
crecimiento de microorganismos (en concreto, L. monocytoger;es) es interesante y
atil, ademas de facilitar enormemente la tarea de blusqueda. Este es el caso de la
base de datos disponible en el portal ComBase (ComBase Browser) que actualmente
contiene mas de 8.000 registros de experimentos sobre el comportamiento de
Listeria (L. innocua y L. monocytogenes) en diferentes matrices (medio de cultivo y
diversos alimentos).

En la tabla 2 se recogen algunos limites para la supervivencia y el crecimiento de L.
monocytogenes, asi como el impacto de algunos tratamientos industriales, basados
en investigaciones llevadas a cabo principalmente en laboratorio bajo condiciones
optimas, por lo que so6lo deben usarse como estimaciones del impacto en los
alimentos. Otros factores, o combinaciones de los mismos, también podrian ser
relevantes siempre que tengan justificacion cientifica.

Tabla 2. Algunos factores que afectan a la supervivencia y crecimiento de L. monocytogenes, e
impacto de algunos tratamientos industriales

Puede crecer

Puede sobrevivir *

Fact imi .
actores :_rl?:rtiir Optimo (més rapido) Limite superior =~ (pero no crecer)
Temperatura (° C) -2 30.0a 37.0 45.0 -18.0
pH ** 40a4.3 | 7.0 9.6 3.3a4.2
0.92
Actividad de agua (aw) (0.90 con | 0.99 > 0.99 < 0.90
glicerol)
Hle 0,
Sg:centracmn de sal (%) 12 > 20

Anaerobio facultativo (puede crecer en presencia y ausencia de oxigeno,
p.e. en envases al vacio o en atmdsfera modificada)

Deben estar autorizados para uso en industria alimentaria. Es sensible
Desinfectantes siempre que se sigan las instrucciones de uso. Algunos clones son
resistentes a los compuestos de amonio cuaternario.

Atmosfera

Tratamiento térmico

oC = i = o o
durante la elaboracién Desoc=0.2 @ 2 min, z = 7.5°C (4 to 11°C) (en leche desnatada)

500 a 600 MPa de 5 a 10 min a 20°C-logran 3 a 5 log10 reducciones (en
Inactivacion por altas | productos carnicos)

presiones hidrostaticas 350 MPa de 5 a 10 min a 20°C logran 3 a 5 log10 reducciones (en productos
acidos como zumos de frutas y mermeladas

Dio (dosis de radiacion ionizante en kGy, para obtener una reduccion
Radiaciones ionizantes decimal en la poblaciéon del microorganismo en cuestion) =0.56 (0.25 -
0.77) kGy 8depende de la temperatura)

* El periodo de supervivencia variara dependiendo de la naturaleza del alimento y de otros factores.
** La inhibicion de L. monocytogenes dependera del tipo de acido presente.

*** Basada en el porcentaje de cloruro sédico, fase acuosa.

(Tomado de ANSES data sheet on biological hazards “Listeria monocytogenes” abril 2020)
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L. monocytogenes tiene unas caracteristicas que aumentan su importancia como
microorganismo causante de enfermedades de origen alimentario. Es capaz de crecer
a 0° C, por lo que se reproduce bien en los alimentos refrigerados. También
puede sobrevivir en ambientes hostiles, como alimentos desecados y salados.
Ademas, es capaz de crecer con bajas concentraciones de oxigeno, e incluso sin
oxigeno disponible, lo que le supone una ventaja en los envases al vacio.

En cualquier caso, la utilizacion de los datos obtenidos de la bibliografia cientifica,
tiene las siguientes limitaciones al establecer la vida Gtil de un alimento:

e Es necesario tener conocimientos suficientes de microbiologia, para poder ser
critico con los resultados de la busqueda.

¢ Normalmente es dificil que el operador alimentario tenga acceso a datos de
literatura cientifica.

¢ Lainformacion de los estudios de investigacidn, no suele estar en un formato
facil de entender para el operador alimentario.

e Es dificil encontrar informacién que coincida exactamente o pueda
extrapolarse al producto en estudio.
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Cuando en base a las caracteristicas del producto y su comparacion con la bibliografia
cientifica, no se puede concluir que Listeria monocytogenes no crece en el alimento,
hacen falta estudios complementarios. Estos estudios se realizaran tomando como
base los estudios referidos a las caracteristicas del producto y a la
bibliografia cientifica, teniendo en cuenta la variabilidad inherente al producto, los
microorganismos en cuestion y las condiciones de transformacion y almacenamiento.

Se contemplan tres tipos de estudios:

1. Histérico de datos
2. Microbiologia predictiva (modelos matematicos)
3. Pruebas de laboratorio especificas:

3.1. Estudios de durabilidad

3.2. Ensayos de desafio

De forma general, las pruebas realizadas en laboratorio pueden no ser totalmente
representativas del alimento real. Por tanto, con frecuencia, en la practica resulta
de interés utilizar todas estas fuentes asociadas, dadas las limitaciones de cada
una de ellas.
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W Histérico de datos

El histérico de datos forma parte de los registros que deben guardar las empresas
alimentarias. Algunos de estos datos se registran como parte de las obligaciones
legales de las empresas en el marco de la legislacidon sobre seguridad alimentaria,
como la trazabilidad, los sistemas APPCC y los planes de autocontrol, incluyendo la
calidad de las materias primas, el muestro de superficies y areas de procesado (para
demostrar la eficacia del plan de limpieza y desinfeccidén de la fabrica) y el analisis
de alimentos, en particular en el dia de fabricacion y al final de su vida util (para
verificar el funcionamiento eficaz del sistema APPCC y para verificar la duracién de
la vida util, respectivamente).

El histérico de datos es util para confirmar que la vida util asignada a los ALC es
correcta por las siguientes razones:

e El histéorico de datos indica los niveles de L. monocytogenes que se
encuentran en el ambiente de produccion, las materias primas y los ALC
existentes, bajo las practicas correctas de higiene y sistemas APPCC vigentes
en las empresas.

e El histérico de datos sobre los niveles de L. monocytogenes existentes en los
ALC al principio y al final de la vida util pueden emplearse para valorar su
potencial de crecimiento en ALC similares, con caracteristicas intrinsecas
comparables (pH, aw, microflora, etc.), producidos bajo condiciones
practicamente idénticas, bien en la misma empresa, o cuando en la
realizacion de los estudios colaboran distintas empresas.

e El histdérico de datos generado durante un periodo de tiempo para ALC
comparables, y que contintan generandose con una frecuencia regular,
puede usarse para un analisis de tendencias. Cuando los niveles de L.
monocytogenes en ALC al final de la vida util son consistentemente bajos o
ausentes, y no se han obtenido resultados superiores a 100 ufc/g, estos
datos pueden usarse, en combinacion con datos de muestreo de superficies
y de calidad de materias primas, para proporcionar un nivel suficiente de
confianza en que dichos ALC no poseen un riesgo para la salud publica. El
nivel de confianza aumenta con la cantidad de datos disponibles. Cuantas
mas unidades del alimento se hayan analizado, mas fiable sera el
historico de datos. No obstante, no es posible recomendar un nimero
determinado de datos, ya que, se trata de un enfoque basado en el
riesgo, y que depende del proceso de elaboracién y naturaleza del
alimento.

Las empresas alimentarias deben garantizar, a satisfaccion de las
autoridades competentes, que su historico de datos es suficiente para
demostrar que los ALC no excederan el limite de 100 ufc/g durante la vida
atil. Las autoridades competentes pueden requerir que estos datos se
completen con otros estudios complementarios.
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PA Microbiologia predictiva (Modelos
matematicos)

La microbiologia predictiva, se define como el campo de estudio que combina
elementos de la microbiologia, matematicas y estadistica para desarrollar modelos
que, ademas de describir, también predigan matematicamente el crecimiento o
muerte de microorganismos cuando se ven sometidos a factores especificos como:
pH, Temperatura (T), actividad de agua (aw), entre otros. A partir del conocimiento
de las respuestas microbianas ante tales factores del entorno, se formulan ecuaciones
matematicas que indican un comportamiento, ya sea de crecimiento, supervivencia
o inactivacién. La microbiologia predictiva esta basada en la premisa de que las
respuestas de poblaciones de microorganismos a factores medioambientales son
reproducibles, y, por lo tanto, es posible, interpolando entre puntos, predecir el
comportamiento de esos microorganismos para condiciones que no han sido
ensayadas.

Los parametros de las ecuaciones matematicas se pueden haber determinado a partir
de pruebas realizadas con los alimentos, a partir de curvas de crecimiento en medios
liquidos, o lo mas frecuente, a partir de ambas fuentes:

e Los modelos obtenidos en medios microbioldgicos liquidos se usan para
describir el posible impacto de varios factores; algunos pueden no describir con
precision el comportamiento microbiano en el alimento, ya que, en un medio
liquido, las bacterias ocupan la totalidad del volumen, mientras que en el interior
de un alimento sdlido forman unas colonias de volumen limitado; los modelos
mas robustos estan validados en alimentos.

e Los modelos desarrollados en alimentos pueden describir eficazmente el
impacto de las condiciones de conservacion en un alimento especifico, pero es
cuestionable su capacidad para describir el impacto de la variabilidad de las
caracteristicas fisico-quimicas del alimento, o, para hacer predicciones en otros
alimentos.

e También se han desarrollado algunos modelos intermedios, para tratar de
superar las limitaciones de estos dos acercamientos principales.

Los datos y modelos disponibles en la bibliografia se han incorporado a programas
informaticos de uso amigable, algunos de los ampliamente utilizados, cuyo uso
vamos a detallar, son:

Pathogen Modelling Programme

ComBase Predictor

Combase Premium

Food Spoilage and Safety Predictor (FSSP)
Sym’previus

Algunos de estos modelos se han desarrollado para predecir el comportamiento del
microorganismo cuando se conocen las caracteristicas fisico-quimicas del alimento
(p.e. pH, actividad de agua, concentraciones de acidos organicos) y la temperatura
de conservacion.
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Otros modelos se han desarrollado para predecir el comportamiento de los
microorganismos en alimentos particulares, cualesquiera que sean sus condiciones
de conservacién. El Anexo 3 muestra ejemplos del uso de la microbiologia predictiva.

Siempre que se conozcan sus limitaciones y sean usados con precaucion por personal
experto, los modelos predictivos son una valiosa herramienta para estimar el
crecimiento de L. monocytogenes en los alimentos:

e Los modelos de tipo probabilistico sobre limites de crecimiento (growth
boundaries) o interfase entre crecimiento/no crecimiento (G/NG, del
inglés growth/no-growth), permiten estimar la probabilidad de que un
microorganismo crezca en funcién de uno o mas factores ambientales. Estos
modelos permiten identificar la combinacion de factores que permite el
crecimiento con un nivel de probabilidad determinado. Se considera que una
probabilidad del 0,1 (es decir, un 10%) indica que hay condiciones inhibitorias;
una probabilidad del 0,5 (un 50%) se situa en la frontera (limite o boundary)
entre G/NG y una probabilidad del 0,9 (un 90%) significa que hay una alta
probabilidad de crecimiento. En este sentido, los modelos sobre limites de
crecimiento microbiano, son una herramienta valiosa para cuantificar los efectos
de la combinacién de factores (la tecnologia de barreras) y disenar productos
minimamente procesados. Estos modelos son especialmente interesantes para
estimar los limites de crecimiento con determinados factores que, presentes
aisladamente, no inhiben el crecimiento, pero si que lo pueden hacer cuando se
presentan en combinacién con otros factores barrera, y, pueden ayudar a las
empresas alimentarias a categorizar sus ALC y encuadrarlos en la categoria 1.3
“Alimentos listos para el consumo que no pueden favorecer el desarrollo de L.
monocytogenes, que no sean los destinados a lactantes ni para usos médicos
especiales”. Entre los mas utilizados tenemos:

- Sym’previus (modulo de interfase de crecimiento), se accede mediante
suscripcién, y permite simular la influencia del pH, aw, T2 y concentracion de
acido lactico en la probabilidad de crecimiento de Listeria. Disponible en
https://symprevius.eu/en/

- Food Spoilage and Safety Predictor: este programa incluye una aplicacién con
un modelo de los limites de crecimiento/no crecimiento de L. monocytogenes
en funcién de doce factores ambientales, con un intervalo de aplicabilidad
relativamente amplio. Aunque originalmente se desarrollé para productos de
la pesca, se ha validado con humerosos datos externos y se ha comprobado
gue también funciona correctamente con productos carnicos listos para el
consumo. En este caso, el modelo utiliza el parametro @ (psi), que cuantifica
la distancia entre una combinacidén de condiciones ambientales y el limite de
crecimiento, teniendo en cuenta las posibles interacciones entre factores. Para
identificar las caracteristicas de los productos que permitirian inhibir el
crecimiento, se recomienda utilizar un valor y = 2. Este valor proporciona un
margen de seguridad para que pequenas variaciones de las caracteristicas del
producto, generalmente dificiles de evitar, no se conviertan en condiciones
que favorezcan el crecimiento del patégeno.

El modelo se puede descargar en: http://fssp.food.dtu.dk/windowsdownload.aspx
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Con estos modelos, hay que tener en cuenta que, la transicién entre las condiciones
que favorecen y las que no favorecen el crecimiento microbiano, a menudo es muy
estrecha, y, pequefios cambios en las caracteristicas del producto o en las condiciones
de conservacion, pueden hacer que un producto pase de no favorecer a favorecer el
crecimiento de L. monocytogenes.

e Los modelos “de simulacion de crecimiento”, que predicen los tiempos de
latencia y la velocidad de crecimiento en alimentos, pueden ayudar a las
empresas alimentarias a evaluar el crecimiento de L. monocytogenes en los
alimentos durante su conservacion, teniendo en cuenta la variabilidad de las
cepas, el procesado inherente y la variabilidad del alimento y de las condiciones
de conservacion. Predecir el tiempo de latencia (adaptacién) de los
microorganismos en un alimento es dificil, ya que se trata de un parametro que,
no solamente depende de las condiciones ambientales, sino también del estado
fisiolégico del microorganismo en el momento de contaminar el producto.
Dependiendo del estado fisioldgico del microorganismo y de las diferencias entre
las condiciones de origen (fuente de contaminacion) y las de llegada (alimento
contaminado), el tiempo de latencia puede variar entre 0 (se inicia el crecimiento
sin fase de adaptacion) e infinito (no hay crecimiento). Por este motivo, desde el
punto de vista de la seguridad alimentaria, a menudo se adopta una actitud
conservadora y se obvia la fase de latencia.

En cambio, la velocidad especifica de crecimiento, es un parametro
independiente del estado fisioldgico del microorganismo. En la bibliografia cientifica
se pueden encontrar muchos modelos matematicos que describen el comportamiento
de L. monocytogenes en diversas matrices, sean un medio de laboratorio o alimentos
liquidos o sodlidos, en funcidon de factores como la temperatura, el pH, la aw (0
concentracion de solutos como la sal y/o el azucar), determinados acidos organicos
débiles, bacteriocinas y otros conservantes, pero, para que sean Uutiles, se requiere
una validacién previa que confirme la adecuacion del modelo al producto y a las
condiciones de conservacion.

Para llevar a cabo simulaciones, hay que escoger el modelo mas adecuado al objetivo
del estudio, que tenga en cuenta los factores mas relevantes para el producto y con
un intervalo de aplicaciéon que incluya los valores de las caracteristicas del producto,
que previamente se habran tenido que determinar, y las condiciones de conservacion
razonablemente previsibles.
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Entre los programas informaticos mas utilizados tenemos:

- Pathogen Modelling Programme, del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos, disponible en internet en el siguiente enlace:
https://pmp.errc.ars.usda.gov/PMPOnline.aspx, incluye modelos para diversos
microorganismos, entre ellos para L. monocytogenes. Las aplicaciones del PMP
consideran la influencia de cuatro factores ambientales: el pH, concentracion de
sal, la concentracidon de nitrito y la temperatura, en condiciones aerobias o
anaerobias, en modelos construidos a partir de datos obtenidos de ensayos en
medio de cultivo, de composiciéon mas sencilla que la que normalmente presentan
los alimentos. También dispone de modelos de crecimiento, supervivencia e
inactivacion térmica, desarrollados en algunos
alimentos, como, por ejemplo, el modelo para calcular el crecimiento de Listeria
monocytogenes en salmén ahumado, teniendo en cuenta la concentracion de sal
y de fenoles.

- ComBase Predictor, resultado de la colaboracién entre Reino Unido, Estados
Unidos y Australia, disponible en el enlace
https://www.combase.cc/index.php/en/, tiene aplicaciones sobre el crecimiento
de L. monocytogenes en funcion del pH, aw/concentraciéon de sal, la temperatura
y un cuarto factor para cada una de las cuatro aplicaciones disponibles: nitrito,
CO2, &cido lactico/lactado o bien acido acético/acetato, respectivamente. El
sistema permite comparar las predicciones que proporcionan las diferentes
aplicaciones, y ofrece la posibilidad de hacer simulaciones en condiciones
cambiantes (dindmicas) de temperatura. Dado que los modelos se basan en
experimentos en medio de laboratorio, hay que ser prudentes a la hora de
interpretar las predicciones obtenidas, y tener en cuenta el intervalo de confianza
de las predicciones, que se muestran en la pestaifia “uncertainty” de la aplicacién.

- Combase Premium, disponible en el enlace: https://www.cbpremium.org/Home,
desarrollado por la universidad de Tasmania (Australia), es de acceso libre y en
él se pueden encontrar modelos predictivos de crecimiento dependiendo de la
temperatura de almacenamiento para distintos alimentos. Este sistema, es util
siempre que haya un modelo cuyas caracteristicas de los modelos (pH, Aw,
concentracion de conservantes, etc), coincidan con nuestro alimento.
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Food Spoilage and Safety Predictor (FSSP), del Instituto Nacional Danés de
Alimentacion , se puede descargar en el enlace:
http://fssp.food.dtu.dk/windowsdownload.aspx, Incluye dos aplicaciones sobre la
prediccién del comportamiento de L. monocytogenes en funcién de hasta doce
factores ambientales (Figura 11). El sistema dispone también de una aplicacion
para valorar la interaccién entre L. monocytogenes y las bacterias del acido lactico
en productos de la pesca, productos carnicos y queso Cottage, principal grupo
microbiano relacionado con la alteracion de muchos productos listos para el
consumo envasados. En todas las aplicaciones, el sistema permite hacer
simulaciones en condiciones cambiantes de temperatura, y también importar los
datos de un registrador de temperatura (data logger). De entre los sistemas
listados, es probablemente el mas versatil gracias al gran nimero de factores que
tiene en consideracién. Aunque originalmente se desarrollé para productos de la
pesca, se ha validado con numerosos datos externos y en su version actual,
también funciona correctamente con otros alimentos listos para el consumo.

Sym "previus: el modelo de simulacién de crecimiento del Sym “previus disponible
en https://symprevius.eu/en/, estd sujeto a suscripcion. Es un modelo
especialmente Gtil cuando el usuario dispone de sus propios datos de prevalencia
y concentracién de Listeria, y ensayos de desafio en el alimento listo para el
consumo en cuestion, siempre llevados a cabo segun

la norma EN ISO 20976-1 y el Documento técnico sobre estudios de vida util en
relacion con Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo.

En la practica, la microbiologia predictiva puede ser util para las siguientes
aplicaciones:

e Predecir en crecimiento bacteriano en distintas condiciones.

e Predecir la probabilidad de crecimiento del microorganismo en el alimento.

e Estimar el nivel de contaminacion en un dia dado de la vida Util.

e Probar la variabilidad entre dos lotes.

e Optimizar la formulacion (aditivos, pH, sal) y condiciones de procesado, para
garantizar una mejor estabilidad.

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

e Ayudar a identificar Puntos de Control Criticos de un proceso.

4
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£} Pruebas de laboratorio especificas

En el “Documento técnico sobre estudios de vida util en relacidon con Listeria
monocytogenes en alimentos listos para el consumo”, elaborado por el laboratorio
europeo de referencia para Listeria monocytogenes (en adelante: Documento de
orientacion técnica EURL Lm) se ofrecen directrices sobre como realizar los estudios
laboratoriales complementarios recogidos en el Anexo II del Reglamento (CE) n©
2073/2005 adoptados para establecer la vida util de los alimentos listos para el
consumo respecto a Lm, es especifico para Lmen ALC, y debe leerse junto con la
norma EN ISO 20976-1 “Directrices y requisitos para la realizaciéon de ensayos de
desafio de productos alimenticios y piensos. Parte 1: ensayos de desafio para estudiar
el potencial de crecimiento, el tiempo de latencia y la velocidad maxima de
crecimiento para bacterias y levaduras que no formen micelio”.

Las empresas alimentarias deben escoger las pruebas microbioldgicas a realizar, en
colaboracién con el laboratorio que las llevara a cabo. La eleccién debe estar guiada
por la informacion a obtener, segun se ilustra en la figura 1.

Algunas reglas basicas para la eleccion son:

e Es probable que los ensayos de desafio para valorar el potencial de
crecimiento sean la primera opcién en la mayoria de los casos, en especial
para diferenciar entre alimentos que pueden o no favorecer el crecimiento
de L. monocytogenes.

» Los ensayos de desafio para valorar la velocidad maxima de
crecimiento deberian considerarse en su mayoria como la segunda opcién,
en casos especificos en los que es de esperar que sea Util la informacion que
facilitan. Se requieren conocimientos bdasicos de microbiologia predictiva
para interpretar sus resultados.

o Los estudios de durabilidad son particularmente apropiados para verificar
que la vida util establecida para el alimento es correcta, cuando la
prevalencia de L. monocytogenes es elevada y los niveles de contaminacion
iniciales son bajos.

En el Anexo 2, se muestra un cuadro con los beneficios y limitaciones de los ensayos
laboratoriales
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Estudios de durabilidad
(contaminacion natural)

Ensayos de desafio A
(contaminacion artificial)

\ 4

Concentracion
final de L.m

ALC que no
favorece el
crecimiento
de L.m

ALC que
favorece el
crecimiento de

L.m

v

A (potencial de
cr cimierlto)

\ 4

Concentracion
inicizlal de L.m

Proporcion de

unidades > 100

ufc/g al final de
la vida util

Concentracion
final de L.m

Figura 1. Datos obtenidos de los ensayos de desafio y los estudios de durabilidad.

Concen- Concentracién
tracién inicial de L.m en un
de L.m dia dado
]
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3.1. Estudios de durabilidad

Los estudios de durabilidad permiten evaluar el crecimiento de L.
monocytogenes en un alimento contaminado de forma natural durante su
conservacion en condiciones razonablemente previsibles. Consisten en
someter al alimento a las condiciones de tiempo y temperatura que correspondan
con las “razonablemente previsibles” de transporte, de distribucién y de empleo por
el consumidor final. Al final de la vida Gtil se estima la proporcién de ALC que supera
el limite cuantitativo de 100 ufc/g.

Los estudios de durabilidad pueden considerarse mas realistas que las pruebas
de inoculacién para los alimentos individuales, ya que se trata de una
contaminacion presente de forma natural. Cuando se realizan en el marco de los
autocontroles, son utiles para vigilar la calidad sanitaria del conjunto de la
cadena de produccion.

No obstante, los estudios de durabilidad no son Gtiles por si mismos para validar
la vida atil microbioldgica de un alimento listo para el consumo, respecto a Lm debido
a:

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

e Si el porcentaje de productos contaminados de forma natural por el
microorganismo de interés es escaso (prevalencia menor de un 10%), o si el nivel
de contaminacion inicial es escaso en la gran mayoria de los productos, seria
necesario un gran numero de pruebas (quizds un numero irrealizable) para
obtener una informacion utilizable.

e Es dificil probar el conjunto de las condiciones previsibles (todos los perfiles
térmicos, todas las formulaciones...), asi como tener en cuenta la variabilidad de
los productos de un lote a otro, e incluso dentro de un mismo lote.

Combinar los estudios de durabilidad con otros, como los ensayos de desafio o la
microbiologia predictiva, contribuye a validar la vida util de un ALC en relacién con
Listeria monocytogenes.

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

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

b) En ALC que no suelen estar contaminados con Listeria, pero en los que un lote se
contamina de manera accidental con Lm, para evaluar el crecimiento de Listeria
en casos de contaminacién natural.

Para realizar un estudio de durabilidad se tienen que considerar el método de
muestreo, las condiciones de almacenamiento y el método de recuento para L.
monocytogenes. El protocolo para realizarlo segin el Documento de orientacion
técnica EURL Lm, se describe en el Anexo 4.
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3.2. Ensayos de desafio

Los ensayos de desafio permiten validar la vida util de un alimento listo para el
consumo bajo unas condiciones de almacenamiento determinadas, dando
informacion sobre el comportamiento de Lm (crecimiento, supervivencia o
disminuciéon) cuando se inocula de manera artificial en el alimento. Deben
tener en cuenta la variabilidad de los alimentos (usando diferentes lotes) y de las
cepas (inoculando distintas cepas, y, si es posible, alguna de ellas aislada del
alimento).

Los ensayos de desafio pueden realizarse con dos objetivos diferentes: valorar
el potencial de crecimiento (es decir, la capacidad de L. monocytogenes para
crecer en el alimento), o bien estimar pardmetros de este crecimiento (p.e.
velocidad maxima de crecimiento).

En estas pruebas resulta dificil imitar el nivel de contaminacién, su distribucién
heterogénea y el estado fisioldogico de las bacterias, ya que, el método de
contaminacion no siempre representa por completo la contaminacién natural. En
concreto, tienen las siguientes limitaciones:

e Resulta complicado reproducir las peculiaridades de una contaminacion natural
de forma artificial: puede suceder que el inéculo no tenga ningan competidor, por
ejemplo cuando se inoculan cepas bacterianas purificadas en un producto que ha
sido sometido a tratamiento térmico; en general, se requiere una concentracion
bacteriana mas elevada que en la contaminacién natural; y la inoculacién no
permite siempre reproducir la distribucién espacial ni el estado fisiolégico de las
células (p.e. como consecuencia de un estrés) en el alimento contaminado de
forma natural.

e Es dificil reproducir los cambios que tienen lugar en los productos alimenticios
que evolucionan a lo largo de su vida microbiolodgica.

e Como en los estudios de durabilidad, es dificil probar el conjunto de las
condiciones previsibles (todos los perfiles térmicos posibles, todas las
formulaciones...), asi como tener en cuenta la variabilidad de los productos de un
lote a otro, e incluso dentro de un mismo lote.

Antes de iniciar un ensayo de desafio, la empresa deberd facilitar al laboratorio
informacion relevante sobre el producto a estudiar, lo que permitira identificar los
factores que pueden tener un impacto en el crecimiento de Lm para priorizar su
medicién y, demostrar que los productos analizados durante los ensayos, son
representativos de la produccion.
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La informacion que necesita el laboratorio es la siguiente:

e Descripcion del producto especificando si es una nueva formulacién, un nuevo
producto o un producto que ya tiene un historial de produccion

e Condiciones de procesamiento, especialmente tratamientos térmicos, secado,
ahumado, maduracién, troceado, loncheado pos-tratamiento, salado,
congelacién, descongelacion, tipo de envasado

e Composicion

e Caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del producto, teniendo en
cuenta la variabilidad inter e intra lotes. Para algunos alimentos, es
importante destacar codmo varian dichas caracteristicas a lo largo de la vida
util (por ejemplo, los valores de pH en productos fermentados como quesos,
o valores de aw en jamon curado o quesos duros).

e Condiciones de envasado del producto final (fotografia del producto)

e Condiciones razonablemente previsibles de almacenamiento durante la vida
util, teniendo en cuenta fases de produccion, transporte, venta al por menor
y almacenamiento en lugar de consumo

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

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

v Tener en cuenta la variabilidad inter lotes, intra lotes y la derivada de la
inoculacién artificial de las unidades de test.

v Numero de lotes y eleccion de los mismos.

Eleccion de cepa(s)

Preparacion del inéculo

Preparacion e inoculacion de las unidades de prueba

Condiciones de conservacién

Medicidn de caracteristicas fisico-quimicas

Analisis microbioldgicos

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

4 Explotacion de los resultados e informe del ensayo.

AN N N NN

31

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Estudios complementarios

3.2.1. Ensayos de desafio para valorar el potencial de
crecimiento

Un ensayo de desafio microbioldgico para valorar el potencial de crecimiento (A) es
un estudio laboratorial que mide el crecimiento de L. monocytogenes en un
alimento contaminado artificialmente, conservado en las condiciones
previsibles de transporte, distribuciéon y almacenamiento.

Un ensayo de desafio microbioldgico debe reflejar las condiciones reales
esperables a lo largo de la cadena del frio, incluyendo las condiciones de
conservacion desde la produccion hasta el consumo. El periodo de ensayo comienza
el dia en que tiene lugar la contaminacién y finaliza al final de la vida Uutil.

El potencial de crecimiento (A) es la diferencia entre el logio ufc/g de Listeria
monocytogenes mas alto que se haya observado a lo largo del ensayo, y el logio ufc/g
al principio del mismo. Los resultados experimentales pueden mostrar una amplia
dispersién, sobre todo porque se incluye la fase de latencia.

El potencial de crecimiento depende de muchos factores, entre los cuales la
temperatura es el que mas influye sobre el crecimiento de L. monocytogenes en un
alimento dado:

e La(s) cepa(s) inoculada(s)

o El estado fisioldgico de las cepas inoculadas: pueden aplicarse adaptaciones
a las cepas a inocular para simular el estado fisioldgico de las bacterias que
puedan contaminar el producto, por ejemplo, las cepas que contaminan
productos carnicos cocidos, loncheados y envasados al vacio, procederan de
un ambiente frio, y por tanto las cepas a inocular, deberan adaptarse a crecer
en condiciones frias.

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

e Las propiedades extrinsecas (p.e. perfil tiempo/ temperatura, atmadsfera).
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En el marco del Reglamento (CE) n® 2073/2005, el potencial de crecimiento puede
utilizarse para:

e (lasificar un alimento: Para el caso concreto de Listeria monocytogenes

o Cuando A > 0.5 logio ufc/g, el alimento se clasifica como “Alimento listo
para el consumo que puede favorecer el crecimiento de L. monocytogenes,
distinto de alimentos destinados a lactantes y a usos médicos especiales”
(categoria 1.2).

o Cuando A < 0.5 logio ufc/g, el alimento se clasifica como “Alimento listo
para el consumo que NO puede favorecer el crecimiento de L.
monocytogenes, distinto de alimentos destinados a lactantes y a usos
médicos especiales” (categoria 1.3).

o Cuantificar el comportamiento de L. monocytogenes en un alimento de la categoria
1.2, de acuerdo con las condiciones definidas como razonablemente previsibles
entre la produccion y el consumo.

e Calcular la concentracion inicial de L. monocytogenes en el punto de produccion,
con la cual no se superaria el nivel de 100 ufc/a al final de la vida (til.

Las ventajas principales de este método son su relativa facilidad de ejecucién y que
los resultados se pueden aplicar directamente (ver arriba). Ademas tiene en cuenta
la fase de latencia a la temperatura del estudio.

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

El protocolo de trabajo para los laboratorios se describe en el Anexo 5, junto con
algunos ejemplos.
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3.2.2. Ensayos de desafio para estimar la velocidad maxima de
crecimiento (estudios de cinética de crecimiento)

Un ensayo de desafio microbioldgico para valorar la velocidad maxima de crecimiento
es un estudio laboratorial que mide la velocidad maxima de crecimiento de
L. monocytogenes en un alimento inoculado artificialmente, conservado a
una temperatura constante (normalmente, entre 6 y 10°C). La temperatura usada
en la prueba no tiene que ser (necesariamente) la misma usada para las predicciones,
ya que el posible predecir el crecimiento a otra temperatura distinta de la probada,
o a lo largo de un perfil tiempo-temperatura elegido para ser representativo de las
condiciones previsibles de transporte, distribuciéon y almacenamiento.

Una vez realizada la prueba, la tasa maxima de crecimiento (HMmax) de la cepa de L.
monocytogenes a la temperatura estudiada se calcula a partir de la curva de
crecimiento. En la fase de crecimiento exponencial, el trazado del logaritmo natural
del numero de células en funcién del tiempo, produce una linea recta. La pendiente
de esta linea es la pmax. Si la concentracion se expresa en logio ufc/g en funcién del
tiempo, se obtiene la velocidad maxima de crecimiento (Vmax).

En las publicaciones cientificas y en la mayoria de las herramientas predictivas en
microbiologia, se suele hablar de pmax, para evitar confusiones es esencial prestar
atencidn a las unidades. La relacion para pasar de un valor a otro es: Hmax= Vmax *
Ln (10) = Vmax *2,3.

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

Por lo tanto, usando la ecuacién sugerida en este documento, es posible extrapolar
esta PUmax @ una temperatura para predecir otros valores pumax a distintas temperaturas
en el mismo alimento.

Los ensayos de desafio para calcular la velocidad maxima de crecimiento
permiten:

e Estimar la concentracién de L. monocytogenes en un dia determinado de la vida
util, si se conoce la concentracion inicial.

e Estimar la maxima concentracion permisible de L. monocytogenes en un alimento
que puede estar presente el dia de la produccion, con el fin de cumplir con el
limite de 100 ufc/q al final de la vida Util (es decir, fijar limites intermedios).

4

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

El inconveniente, es la falta de consideracion a los efectos de la fase de latencia,
gue pueden conducir a una concentracién de Lm estimada diferente, dependiendo de
si se tiene en cuenta o no. Probablemente, el ejemplo mas extremo lo conforman los
alimentos procesados a alta presion (HPP), en los que siempre existe una fase de
latencia larga, pero en los que existe un crecimiento exponencial igual de largo, como
si los alimentos no hubieran recibido tratamiento térmico. Estas pruebas son mas
caras y requieren mas tiempo, por lo que se limitardn a los casos en que sea de
utilidad aplicar microbiologia predictiva para obtener las estimaciones arriba
descritas, y se llevaran a cabo preferentemente por laboratorios con experiencia en
microbiologia predictiva.

Los inconvenientes de las pruebas para valorar el potencial de crecimiento se pueden
solventar combinando modelos microbioldgicos predictivos y ensayos de desafio para
valorar la velocidad maxima de crecimiento (Vmax).

En el Anexo 6 se describe el protocolo para realizar estas pruebas y ejemplos de las
mismas.
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Anexos

Anexo 1. Arbol de decisiones para realizar estudios de vida 0til

1. ¢El productor o el fabricante destina el alimento para su El alimento no es un ALC, por lo que no se
consumo directo sin necesidad de cocinado v otro procesado le aplican los criterios de L.
eficaz para eliminar o reducir L. monocytogenes a un nivel monocytogenes.
aceptable? La seguridad del alimento se gestiona

z mediante PCH y procedimientos basados
SI (o dudoso) en APPCC.

2. ;El ALC pertenece a la categoria de alimentos en la cual es bastante
probable la ausencia de L. monocytogenes o su crecimiento limitado? En
circunstancias normales, esto se aplica a:

. Productos que hayan recibido fratamiento térmico v otro procesado
eficaz para eliminar L. monocytogenes, cuando la recontaminacioén no
sea posible tras este fratamiento (p.e. productos tratados térmicamente
en su envase final).

Frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas.

Pan, galletas y productos similares.

Aguas embotelladas o envasadas, bebidas refrescantes sin alcohol,
cervezaq, sidra, vino, bebidas espirituosas y productos similares.
Azicar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao y chocolate.
Moluscos bivalvos vivos.

Sal de cocina.

En circunstancias normales, no
, se exige realizar pruebas

SI regulares con respecto a los
criterios de L. monocytogenes.
La seguridad del alimento se
gestiona con la vigilancia del
proceso de produccién
mediante PCH y APPCC

NO (o dudoso)
Ver criterio especifico en
3. ¢El producto estd destinado a lactantes o a usos médicos especiales? Reglamento (CE) n° 2073/2005

Limite de 100 ufc/g en productos

: comercializados durante vida Util.

4. ;Comparando las caracteristicas del producto con la De acuerdo con los procedimientos
bibliografia cientifica hay evidencias de que L. monocytogenes no basados en APPCC, la vigilancia
crece en el producto? Esto incluye, p.e.: P deberia centrarse en los PCC fijados
e  Productos con pH < 4.4 6 aw < 0.92 (p.e. factores intrinsecos del producto,
o Productos con pH < 5.0 y aw < 0.94 nivel de contaminacién de

. Productos con vida Util inferior a 5 dias ingredientes, condiciones de

. Productos congelados procesado especificas). Verificacién
Oftras categorias de productos también pueden pertenecer a esta de acuerdo con PCH y APPCC.
categoria, siempre que se justifique cientificamente. (Por ejemplo,

presencia de microflora protectora) El proceso de produccién o la
valoracién de la vida Util no estdn

- - »  bajo control. El productor debe
5. ¢Se ha realizado una microbiologia Hay evidencias de que asegurar que no hay contaminacién
predictiva (modelos) adecuada? podrian superarse las 100 por L. monocytogenes a partir de las
ufc/g antes del fin de la vida materias primas o del ambiente de
Util si se presenta inicialmente produccion. Si no se sabe si los
. i3l en el alimento. roductos son seguros, no deberian
6. ¢Hay un Histérico de datos p 0s. guros, | €
apropiado sobre el crecimiento de L. comercializarse. Revision y mejora
monocytogenes en el producto y/o se Hay evidencias de que no se del proceso de produccion, de
han realizado pruebas de durabilidad superaran las 100 ufc/g antes acuerdo con los principios APPCC y
segln se describe en la Guia? del fin de la vida Ufil si se revision de la vida 0fil.
presenta en el alimento. .
» Limite de 100 ufc/g para los
» productos comercializados durante
No hay potencial de su vida Util. Verificacién de acuerdo
crecimiento o es limitado. con PCH v principios APPCC

7. ¢Se ha redlizado un ensayo de
desafio segun se describe en la Guia?

Hay potencial de crecimiento.  El productor debe asegurar que no
» hay contaminacién por L.

monocylogenes a partir de las

NO

La valoracion de Id vida Uil es insuficiente y el productor no puede materias primas o el ambiente de
demostrar que no se superardn las 100 ufc/g al final de la misma. Si no se produccién. Ademds, la duracién de
sabe si los productos son seguros, no se deberian comercializar. El productor la vida 0til debe ajustarse para no
debe asegurar que no hay contaminacién por L. monocytogenes a partir de superar las 100 ugc/g al final. La vida
las materias primas o el ambiente de produccidn. Revisién y mejora del Gtil de los productos depende del
proceso de produccién, de acuerdo con los principios APPCC. Sin perjuicio factor de crecimiento y del nivel

de las posibles medidas a tomar con los productos comercializados, el posible de contaminacién por L.
alimento debe cumplir con el limite de no detectado en 25 g antes de que monocytogenes en el producto

haya salido del productor.
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Anexo 1

EJEMPLO DE APLICACION DEL ARBOL

Pregunta 1:

La primera pregunta a responder por la empresa es si hay evidencias de que el
alimento serd cocinado o procesado de forma eficaz para eliminar o reducir L.
monocytogenes a un nivel aceptable antes del consumo. En este caso, al alimento no
le es de aplicacidon ningun criterio especifico en relacidon con L. monocytogenes, ya
gue no se considera un ALC. La seguridad alimentaria deberia gestionarse aplicando
PCH y procedimientos basados en el APPCC, los cuales deberian incluir el control del
estado microbioldgico de las materias primas, minimizar la contaminacion inicial a
nivel de fabricacidén, control del proceso de produccién, etc.

Pregunta 2:

La segunda pregunta a responder por la empresa es si hay evidencias de la probable
ausencia de L. monocytogenes en el alimento o de su crecimiento limitado.

En circunstancias normales, de acuerdo con la nota al pie 4 del Anexo I del
Reglamento CE n°© 2073/2005, los siguientes ALC se incluyen en este grupo:

e Productos que hayan recibido tratamiento térmico u otro procesado eficaz
para eliminar L. monocytogenes, cuando la recontaminaciéon no sea
posible tras este tratamiento (p.e. productos tratados térmicamente en su
envase final).

e Frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas,

e Pan, galletas y productos similares.

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

Azlcar, miel y golosinas, incluidos productos de cacao y chocolate.
Moluscos bivalvos vivos.
« Sal de cocina.

Para estos productos, no se exige realizar pruebas regulares de L. monocytogenes.
La seguridad alimentaria se gestiona vigilando los PCC del proceso de produccion
(p.e. tratamiento térmico). Las pruebas de L. monocytogenes al final de la vida util
pueden usarse para verificar la eficacia del plan APPCC.

Pregunta 3:

Cuando se producen o manipulan productos destinados a lactantes o a usos médicos
especiales, se debe aplicar un criterio especifico para L. monocytogenes (no
detectado en 25 g, n = 10, c = 0).
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Pregunta 4:

Si la empresa tiene evidencias cientificas de que L. monocytogenes no crece en el
producto, se debe aplicar el limite de 100 ufc/g cuando el producto esté
comercializado.

De acuerdo con la nota al pie 8 del Anexo I del Reglamento (CE) n° 2073/2005,
los siguientes productos se podrian incluir directamente en este grupo:
e Productos con pH < 4.4 6 aw < 0.92
e Productos con pH < 5.0 y aw < 0.94
e Productos con vida util inferior a 5 dias
. Otros productos cientificamente justificados, como los productos
congelados

También se considera que no son capaces de favorecer el crecimiento de L.
monocytogenes los productos mencionados en la nota al pie 4 del Reglamento (ver
pregunta 2).

Otras categorias de productos también pueden pertenecer a esta categoria, siempre
que se justifique cientificamente.

De acuerdo con los procedimientos APPCC, la seguridad alimentaria se deberia
gestionar mediante la vigilancia de los PCCs fijados (p.e. vigilancia de los factores
intrinsecos del producto, como aw y pH). El control del nivel de contaminacioén inicial
de materias primas e ingredientes, y las PCH (contaminacion cruzada, etc.) tienen
que garantizar que el nivel de L. monocytogenes no excedera las 100 ufc/g durante
la vida util del producto.

Preguntas 5 y 6:

Cuando no pueda excluirse el crecimiento de L. monocytogenes en el
producto en base a justificaciones cientificas o segin lo establecido en las
notas al pie 4 y 8 del Reglamento, la empresa debe realizar estudios
complementarios para investigar el cumplimiento de los criterios a lo largo de toda
la vida util, usando el histérico de datos, microbiologia predictiva, estudios de
durabilidad o ensayos de desafio.

Cuando estos estudios se hayan realizado segun lo descrito en la Guia y haya datos
adecuados de que el alimento no superara las 100 ufc/g de L. monocytogenes al final
de su vida util, la empresa habra sido capaz de demostrar el cumplimiento de este
limite. La seguridad alimentaria deberia gestionarse aplicando PCH e implantando y
vigilando PCCs apropiados, y controlando el nivel de contaminacion inicial de materias
primas e ingredientes. Las pruebas de L. monocytogenes se deberian usar para
verificar las PCH y los procedimientos basados en el APPCC.

Cuando los datos indiquen que es probable exceder el limite de 100 ufc/g al final de
la vida util, la empresa no puede demostrar que cumple el Reglamento y, de acuerdo
con los principios APPCC, el proceso de produccidn y la determinacién de la vida util
inicial deben revisarse y mejorarse. Esto debe incluir el control de la calidad
microbioldgica de materias primas e ingredientes, la reduccion del potencial de
crecimiento de L. monocytogenes, el ajuste de factores intrinsecos del producto final,
tratamiento térmico adicional, etc.
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Prequnta 7:

Cuando se haya realizado un ensayo de desafio segln se describe en la Guia y no se
haya encontrado ningun potencial de crecimiento durante la vida util estimada, se
debe aplicar un limite de 100 ufc/g a este producto. La seguridad alimentaria deberia
gestionarse aplicando PCH y procedimientos basados en el APPCC. Las pruebas de L.
monocytogenes con respecto a este criterio deben usarse como verificacién de las
PCH y los procedimientos basados en APPCC.

Cuando el ensayo de desafio evidencie que hay un potencial de crecimiento de L.
monocytogenes, la empresa debe ajustar la vida util para garantizar el cumplimiento
del limite de 100 ufc/g durante toda la vida util. Las pruebas de L. monocytogenes
con respecto a este criterio deben usarse como verificacion de las PCH y los
procedimientos basados en los principios del APPCC.

Cuando no se disponga de informacidn sobre el producto y el posible crecimiento de
L. monocytogenes en el mismo, no se puede garantizar el cumplimiento del criterio
de L. monocytogenes, y por tanto, la seguridad del producto. En este caso, se tiene
gue revisar y mejorar el proceso de produccion, incluyendo las especificaciones de
materias primas, ingredientes, etc., de acuerdo con los principios APPCC. La empresa
debe cumplir con el limite de no detectado en 25 g antes de que el producto salga
del productor.

Nota: para un estudio mas exhaustivo y aplicacion, consultar los ejemplos
propuestos en el Documento de orientacion para la verificacion de estudios
de vida Gtil en relacion con Listeria monocytogenes en alimentos listos para
el consumo de la AESAN

(Aprobado en la Comision Institucional de 16/10/2019)
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Anexo 2. Beneficios/limitaciones de los ensayos de desafio para

evaluar el potencial de crecimiento, la velocidad maxima de
crecimiento y de los estudios de durabilidad.

Tipo de estudio Beneficios

Limitaciones

Herramienta util para validar la vida ttil Resultados limitados a las condiciones
aplicadas en el estudio. No se puede

Calculo de A a partir del uso de una formula extrapolar.
simple
Ensayo de Se necesita informacion sobre el perfil de
El valor de A permite determinar si un ALC tiempoftempera_tura_ para recrear las
desafio/ favorece o no el crecimiento de Lm condiciones de almacenamiento esperables
tencial i . del ALC
pote e En estos experimentos se necesitan menos
crecimiento (A) unidades de ensayo que para la velocidad Se necesitan incubadoras para reproducir
méxima de crecimiento con precision el perfil de temperatura
definido
Herramienta Gtil para validar la vida atil Se necesitan conocimientos en
microbiologia predictiva y uso de software
Es posible extrapolar el resultado a otras microbiologico predictivo
condiciones
Experimento realizado a una temperatura Es preciso realizar mas experimentos a
Ensayos de constante elegida por el laboratorio intervalos cronometrados, por lo que no se
. . necesitan mas unidades de ensayo.
desafio y Ganancia de tiempo para evaluar una larga
velocidad vida 1til Las cepas se analizan de manera individual.
méixima de
crecimiento
(p—mix.]
- H usolde umax. en modelos de Cuando no se considere fase de latencia, en
mlC.l'Obl()lOgla pre_dlctl_\{a permite estimar el dichos estudios se puede sobrestimar la
nivel de contaminacién c!e Lm en varias concentracion de Lm en el producto
condiciones ambientales analizado.
Herramienta util para validar la vida til No es adecuado por si solo para validar la
establecida vida util microbiologica de los ALC
Facil de implantar en el laboratorio, no se =~ No es posible probar todas las condiciones
necesita equipo especifico de almacenamiento previsibles
No hay sesgo en cuanto al estado No es posible extrapolar los resultados a
fisiologico de las bacterias en los alimentos otras condiciones
debido a la contaminacion natural
Estudios de . . . . L .,
durabilidad Es posible recopilar estudios de durabilidad ~ Se necesita informacion sobre el perfil de
para incrementar el nivel de confianza en la tiempo/temperatura para recrear las
vida util establecida. condiciones de almacenamiento esperables
del ALC

Se necesita conseguir un namero
importante de resultados para mayor
confianza en la interpretacion estadistica
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Anexo 3. Ejemplos del uso de microbiologia predictiva

Ejemplos de modelos de limites o interfase de crecimiento

Symprevius

Efecto de distintas combinaciones de pH y aw en la probabilidad de
crecimiento de Lm en frutas cortadas listas para el consumo mantenidas a

6°C

Listeria monocytogenes Probabiity of growth

L Simulation
Probability of growth t |
(] Microorganisms
) *  LUisteris monocgytogenes 099 (
-
Sine Growth
o Organic acid -
o.07 -
No data
} 0.96
[~ Factor selection 09s No growth
Varisble factors : 0.94
pHmin: 4
oH max 7 093
Aw min 0%5a 3 35 - 45 s 5s 6 65
Aw max: 0997 oM
croll 1/ :
CoooRad fucoaes —— Probabitity of growth at 10% Probability of growth at S0%
Temperature (*C): 6 = Probability of growth at 90% - A L < * D

Combinaciones de concentraciones de acido sérbico y benzoico para
prevenir el crecimiento de Lm en gambas peladas cocinadas mantenidas a
distintas temperaturas, utilizando un margen de seguridad (Psi=2)

Temperature (C) 60 .95 Orank acidsin water pahse of product e
NaClin water phase % 0-8% Aeelic acd pon) @] o oo
o 5677 Berasi a5 pon) B o o

Smoke congonerts - phenlon) 0-2 i o o) 8 9 oem

% C02in headspace gas at equiibrum 0-100% Dicelate o) Eljl 0-3000

0-200 =
Nee, mg/kg L1 Lacic ackd pm) B o o3

‘Pl‘tlﬁ}vmefubuldaytohewed 20 B Sotbic 36 fppm) 8 o o0-10w
Select the variables to be plotied. Fived levels of the first variable are plotted for various .
lve' e o ther vaiabes Tempeatue Sentoc acd-Sobic 30 Je |
Predictions: Growth below lines and no-growth above lines YNNG
e ' : : '
n Py

082
o
g
1]
:Zﬁ'
.
3 0%
i
LR
o
g
g 1
3
L

685

LA

0 m 45 818 101 1384 1636 1909 28 5 aa
Benzoic acid inwater phase, mgh

[C2C =4C =5C =7C =9C =11'C =13 =15%C ]
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Ejemplos de modelos de simulacion de crecimiento
PMP

Influencia de la temperatura, pH, concentracion de NaCl y nitritos en el
crecimiento de Lm en condiciones de anaerobiosis

Growth Model: Listeria monocytogenes (Broth Culture, Anaerobic)

Input Conditions Modeled Growth

Environment:

() aerobic ® anaerobic

Temperature in:

11
10
9
_ 8
E 7
® ¢ O °F S 6
Q 5
Temperature 19.0 ~ g a4 -
Range: 4.0 to 37.0 °C 3 —
2
pH 6.0 ~ 1
Range: 4.5 to 8.0 0
Sodium Chilorid 0 20 40 60 80
odium oride 4.5 ~
Range: 0.5 to 5.0 (%6 [g/dL])
Sodium Nitrite o - Lag No Lag

Range: 0 to 150 ppm

- Modeled Growth Parameters
Initial Level 3 ~

Range: 3.0 to 5.9 log(CFU/mI) +« Lag Phase Duration: 15.60 (hours)

+« Generation Time: 1.91 (hours)

CALCULATE GROWTH DATA
« Growth Rate: 0.157 (log(cfu/ml)/h)

« Max Population Density: 9.34
(log(cfu/ml))
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ComBase predictor

Influencia de la temperatura en la fase de latencia y tasa maxima de
crecimiento de Lm (a menor temperatura mayor fase de latencia y menor
tasa de crecimiento (Max.rate)

Growth Model (Disclaimer)

Note: the Listeria monocytogenes/innocua (acetic) model has been removed while under review.
| Static | Dynamic |

Listeria monocytogenes/innocua ~

Init level
Phys state
Temp )
pH

sw|

I Listeria monocytogenes/innocua ~

Init level
Phys state
Temp )
o

Aw |

I Listeria monocytogenes/innocua ~

Init level
Phys state
Temp )
o

Aw |

U ‘

Dbl. time(Hours) 23.758
Lag time (Hours) 130.29

Max.rate {log.conc/h)  0.013
MPD (log CFU/g)  8.52

U I

Dbl. time(Hours) 12.868
Lagtime (Hours)  73.64

Max.rate {log.conc/h)  0.023
MPD (log CFU/g)  8.52

£
[} *

Dbl. time(Hours)  7.399
Lagtime (Hours) 4131

Max.rate {log.conc/h)  0.041
MPD (log CFU/g)  8.52

Prediction | Uncertainty

s
s 0 & Chart Data points
.
w
5
H
g
b
2 4
)
00 700
Time (h) 9500 -

Plot custom peints

Crecimiento de Lm en condiciones dindmicas de temperatura (Linea roja
temperatura, linea azul curva de crecimiento)

[ Static | Dynamic]

Time(h)
0.00
96.00
96.01
216.00
216.01
336.00

Temp (°C)
4.00
4.00
7.00
7.00
8.00
8.00

v

I Listeria monocytogenes/innocua

Temperatures range [1,40]

Init. level 0.2 0

Phys.state 2.1e-2 0 G 1 0

pH 62 44

Aw | 0.980.934 U 1

[Add prediction]

3 .
80 % Chart Data points
10
10
8
8
6
oo
& 6 &
7 3
J °
S =
N . 8
2 2
0 0
0 50 100 150 200 250 300
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Sym “Previus

Ejemplo de simulacion de crecimiento

Growth simulation =

Time (d)

B 20% confidence band — Simulation

FSSP:
Efecto de la temperatura en el crecimiento de Lm (tasa maxima de

crecimiento y teniendo en cuenta la fase de latencia)

Product characternistics P csaionet- 4 e
L. monocytogenes initial cell level (cfu-/g) [ 1 ] [ i I
Temperature () [ 8,0]

e I 62|

Smoke components - phenolippm) l 10]

e CO2 im headspace gas at equilibrium | OI

[ o]

Nitrite . mg. g
Storage period d)
include lag time for L. monocytogenes
Constarnt temperature Series of constant temperatures Temperature profiles fro
Growth rate | lag time and growth boundary parameter (psi)

{

tEmax {(1.151) lag time (d) Psi 4)
Product 1 | oc.o015] | s e8| | 0. 3346|
Product 2 [ 0.0287| | 4 54| | o.2aa7|
LEMINLY

growth of L

(By2) B0

164 T 0E s 18 ;wr'u‘ue"adcmzs\)ﬂ FLEL) 305 un %% %o
[=_Product1-L monacylogenes == Product2 . L monocylogenes ]
N .- 45
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Anexo 4. Protocolo de estudios de durabilidad.

1) Muestreo

Se pueden realizar dos procedimientos de muestreo de alimentos: Muestreo aleatorio
Unico o muestreo dirigido.
e Muestreo aleatorio Unico:
Este método de muestreo se aplica a ALC que favorezcan el crecimiento de Lm y que
suelan contaminarse con niveles bajos de Lm. El muestreo debe repetirse para los
diferentes lotes a lo largo del tiempo (mismo producto, mismo proceso productivo)
para obtener datos suficientes con el fin de dar mayor fiabilidad al resultado obtenido.
e Muestreo dirigido:
Este método de muestreo se aplica a ALC en los que se detecte la contaminacion
inesperada (accidental) de un lote con Lm antes de que llegue al mercado. En este
caso, se recomienda tomar el mayor nUmero de muestras posible del lote
contaminado, en el momento mas cercano posible a la fecha de produccién.

En el caso del muestreo aleatorio Unico, cuando no se disponga de informacion sobre
la estructura de la poblacién, la forma mas objetiva de seleccionar las unidades a
analizar es dar a todas las unidades de la poblacién la misma oportunidad de ser
elegidas, por lo que se recomienda el muestreo aleatorio simple para estimar la
proporcion de unidades por encima del limite de 100 ufc/g. Este método esta basado
en el principio de la misma probabilidad. Este principio garantiza que cada unidad de
la poblacién tiene las mismas oportunidades de ser elegida. Para satisfacer este
principio, se asume que el tamafio del lote (N) debe ser lo suficientemente grande
en comparacién con el tamafio de la subpoblacién muestreada (n): n/N < 10%. Una
forma de lograr el muestreo aleatorio simple es numerar las unidades o el tiempo en
que se producen, y entonces usar numeros aleatorios para seleccionar la
subpoblacion a muestrear; p.e. se pueden obtener numeros aleatorios con un Libro
de calculo Excel y la formula matematica =ALEATORIO(figura 8). Este método de
muestreo deberia repetirse para diferentes lotes o dias de produccion (mismo
producto, elaborado en condiciones similares) para obtener datos representativos.

E1 Microsoft Excel - Librol

] Archivo Edicion Ver Insertar Formato Heramientas Datos Ventana 2 Escriba una preg

% om € w8 E M- A H

0 S E 3 SR TE L e F]9 RE [ 100% 5 [ Centur Gothic S0 N & s|==

R o e 2 w3 || | 4y (§1 |, Y9 Responder con cambios... Terminar revision... [
M33 e A
A [ B [ c T b ] E [ F G H [ 1 [ J [ K | L [ M | N (=

1 ia (min) No i ia (min) No i =
[ 2] 0 0794906986, 120 0,003558598 las diez primeras unidades se fomardn en:
I 5 0.645784585 50 0013601726
| 4| 10 0.656818771 65 0082019673 t= 20 min
|5 15 0.687480453 85 0,0835602709 = 35 min
| 6| 20 0.216109446, 45 0,150601224 1= 40 min

7 25 0.916029238, 20 0.216109446 1= 45 min
'8 | 30 0,865152538 35 0,236245046 t= 50 min
BB 35 0,236245046 40 0,264314978 t= 60 min
[10] 40 0,264314978 L) 0,266345684 t= 65 min
[11] 45 0,150601224 95 0,285550545in=10 t= 85 min
[12] 50 0.013601726, 90 0,295170393 t= 95 min
E 55, 0,490491758 115 0.328738489 t= 120 min
| 14| 40/ 0.266345684 105 0,32877115]
115 5 0.062019673 [ Ordenar por 70 0,334386325

16 70 0.324286325 I 20 0,385249527 =
7] 75, 0.414018233 | gleatorios 135 0,387208824
| 18| 80, 0,385249527| | crecientes 75 0,414018223
19| 85 0,0635602709 55 0,490491758
|20] 90 0,295170393 5 0,645784585
[21] 95 0,285550545) 150 0.651923377:n=20
z 100 0,783902987 10 0,656818771
|23 | 105 0.32877115 15! 0.687480458]
|24 | 110 0.852191875 125 0714712002
|25 | 15 0.328738489 145 0.77206704

26 120 0.003558598 100 0.783902987
27| 125 0,714912002 0 0,794906986;
| 28| 130 0,990564548 110 0,852191875
|29 135 0,387208824 30 0,865152538
[30] 140 0,989365375) 25 0,916029238
[31] 145/ 0.77206704 140 0,98936537 5!
E 150 0.651923377 130 0.,990564448]

= :.I -
W 4 v W\ Hojal / Hojaz2 / Hopa3 / [« = m N '

Figura 2. Ejemplo de un muestreo aleatorio a partir de un libro de calculo Excel

46

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Anexo 4

2) Condiciones de conservacion

Se trata de una parte critica de cualquier estudio de durabilidad. Es
responsabilidad de la empresa y del laboratorio trabajar juntos para asegurar que las
condiciones de conservacion (incubacién) utilizadas son realistas, comprendiendo el
hecho de que las temperaturas adecuadas no se mantienen siempre a lo largo de
toda la cadena del frio (desde la produccion hasta el consumo).

La(s) temperatura(s) y duracidn se deben seleccionar dependiendo de la informacion
disponible, y deben estar debidamente justificados y documentados por el operador
de empresa alimentaria:

e En la primera fase de la cadena de frio (desde fabricacién hasta la llegada al
expositor), cuando los operadores de empresas alimentarias disponen de sus
propios datos, se prefiere el uso de esta informacién. En este caso, se utilizara
el percentil 95 de la observacion de datos de los operadores de empresas
alimentarias. En el caso de no disponer de datos, se utilizara la temperatura
por defecto que figura en la Tabla 3.

e Enla segunda fase (expositor en tienda) y en la tercera fase (almacenamiento
por parte del consumidor) de la cadena de frio, en los casos en los que se
disponga de informacion, se prefiere el uso de datos nacionales donde se
encuentra la fase de la cadena de frio. En este caso, se utilizard el percentil
95 de la observacion de datos. En el caso de no disponer de datos, se utilizara
la temperatura por defecto que figura en la Tabla 3.

Tabla 3. Temperatura y duracién segtn la etapa de la cadena alimentaria

Duracion de incubacion

Etapa de Ia . -z - - -
cadena T2 de incubacion d Vida
<|> 21
21 dias | dias

Desde la fabrica | Justificada . Justificada por O si no 1/3 de
hasta la llegada | por O sinose 79 - - ) ,
. ! -, informacién se la vida | 7 dias
al expositor de | informacién  conoce C e
* detallada conoce util total
venta detallada
Minorista: Justificada I ° Justificada por O si no 1/3 de | Y2 (vida
: por Osinose 7 - . . .
expositor de | @ . informacion se la wvida | datil - 7
informacion  conoce C b ,
venta *x detallada conoce util total | dias)
detallada
Conservacion Justificada L Justificada por O si no 1/3 de | Y2 (vida
por O sinose 10 : L . .
por el | -, informacioén se la vida | atil - 7
. informacion conoce °C e ,
consumidor detallada™ detallada conoce util total | dias)

(*) Temperatura justificada por informacién detallada: el percentil 95 de los datos obtenidos por el
fabricante

** Temperatura justificada por informacién detallada: el percentil 95 de las observaciones del pais donde

se localiza la etapa de la cadena del frio en consideracion.
3) Analisis microbiolégico

Al final del periodo de almacenamiento, se analizaran todas las unidades con el
método de recuento con el fin de cuantificar si se excede o no el nivel de 100 UFC
Listeria monocytogenes/g. De acuerdo con el Anexo I del Reglamento 2073/2005, el
método de referencia es la norma EN ISO 11290-2, modificada.
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Segun el articulo 5 del mismo reglamento, se acepta el uso de métodos alternativos
cuando esté validados con respecto al de referencia, y si se utiliza un método
registrado, certificado por terceros conforme al protocolo de la norma EN/ISO 16140
u otros protocolos internacionalmente aceptados. Los métodos distintos a los
descritos deberan validarse conforme a protocolos internacionalmente aceptados y
su uso deberd ser autorizado por la autoridad competente.

El limite del recuento debera ser de 10 ufc/g o incluso inferior, con el fin de ser capaz
de cuantificar con precisién el nivel de contaminacién por L. monocytogenes al final
de periodo de conservacién.

a/ Para ALC que favorezcan el crecimiento de Lm y que suelan contaminarse
con niveles bajos de Lm: Al final de la vida (til, se realizan analisis cuantitativos de
todas las unidades almacenadas en condiciones razonablemente previsibles para
evaluar si se supera o no el valor de 100 Lm/g o ml al final de la vida util.

b/ Para ALC en los que el lote se contamine de manera inesperada (accidental)
con Lm: Al menos, se realizan analisis al principio (lo mas cercano posible a la fecha
de produccién) y al final de la vida util. Cuando resulte factible, se recomienda llevar
a cabo analisis en fechas intermediarias para recopilar informacién sobre el
comportamiento de Lm en el alimento.
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4) Calculos

En la practica de un control rutinario (p.e. aceptacion de un lote), el criterio definido
en el Reglamento N° 2073/2005 es “n=5, c=0; m=M < 100 ufc/g en el momento del
consumo”. No obstante, el estudio de durabilidad no tiene como finalidad comprobar
la aptitud para el consumo de un lote de alimentos y por tanto, estos controles no
entran en el alcance de esta Guia.

La interpretacion de los estudios de durabilidad, los cuales consisten en demostrar
que el limite de 100 ufc/g no se excede en el momento del consumo, es un caso
diferente. Como se describe abajo, se sugiere que esta interpretacién puede
facilitarse mediante la comprobacion de la proporcion (la cual estd asociada a un
intervalo de confianza, que debe ser lo mas bajo posible) de las unidades que
excederan las 100 ufc/g al final de la vida util, después de un periodo de conservacién
que refleje las condiciones previsibles de distribucidén y almacenamiento.

De la subpoblacion muestreada (de un tamafio n) tomada de forma aleatoria de un
lote (de tamano N), hay que deducir simplemente la proporcion estimada de unidades
gue superaran las 100 ufc/g al final de la vida util, como la proporcion observada p
= r/n (donde r es el nUmero de unidades por encima de 100 ufc/g, y n es el tamafio
de la subpoblacién muestreada).

Para estimar con un intervalo de confianza (IC) del 95% la proporcion de unidades
que superan las 100 ufc/g en toda la poblacién del lote, puede utilizarse la calculadora
CausasCientia: Esta calculadora propone dos métodos de calculo, el intervalo de
confianza central o el intervalo de confianza mas corto. Los intervalos de confianza
obtenidos por cada método pueden diferir ligeramente, pero son de una magnitud
del mismo orden. Se recomienda utilizar el intervalo central de confianza. Se puede
utilizar también la calculadora de la red BIOQURA: https://foodlab-
upct.shinyapps.io/BIOQURA/

En la subpoblacion muestreada, después del periodo de almacenamiento, la tabla 4
indica las proporciones estimadas (p) con sus intervalos de confianza para tres
valores r (niUmero de unidades > 100 L. monocytogenes/g); esta tabla destaca la
importancia real de tomar de la linea de produccién un nimero suficiente de unidades
y/o recopilar los resultados previamente obtenidos, para estimar la proporcién de
unidades superiores a 100 ufc/g con un intervalo de confianza reducido:

Tabla 4. Ejemplo de estimacion de la proporcion de unidades > 100 ufc/g después del periodo
de almacenamiento.

n r IC
Namero de unidades | Nimero de unidades I;ro orcién estimada Intervalo de
analizadas > 100 ufc/g p confianza al 95%
20
0

0% [0%- 16%]
100 0% [0%- 4%]
20 ) 5% [1%- 24%]
100 1% [0.2%- 5%]
20 5 10% [3%- 30%]
100 2% [0.6%- 7%]

Cuantas mas unidades se analicen, mas estrecho sera el intervalo de
confianza; p.e., de esta tabla se puede concluir que el limite mayor del intervalo de
confianza para “2 de 100 unidades que superen las 100 ufc/g” es mas bajo (0-7%)
que el obtenido para “0 de 20 (0-16%) unidades que superen las 100 ufc/g”.
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Para conseguir un numero mayor de unidades analizadas, es posible recopilar
resultados de pruebas repetidas, realizadas en un alimento listo para el consumo
obtenido mediante el mismo proceso.

5) Informe del estudio

El laboratorio debera incluir al menos la siguiente informacion:

v

v

ALC analizado (identificacion, composicion, vida util, caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas, proceso de produccién, envasado...);
Muestreo de alimentos (identificacion del lote / lotes estudiado/s, fechas del
muestreo, método utilizado, nimero de muestras analizadas);

Condiciones de almacenamiento (perfil de tiempo/temperatura, registro de
temperatura durante todo el estudio);

Analisis microbiolégicos (métodos analiticos, fecha(s) de andlisis y nUmero de
unidades/fecha(s));

Resultados obtenidos en el lote analizado (numero de unidades analizadas,
numero de unidades que superen 100 ufc/g, proporcion observada y estimada
(IC del 95 %) de unidades por encima de 100 ufc/g en el alimento analizado).

El aprovechamiento de los datos (es decir, la aplicacién de los resultados), no entra
dentro del alcance del informe de ensayo, sino que debe formar parte del informe de
estudio de vida util que preparen los operadores de empresas alimentarias

Nota: para un estudio mas exhaustivo y aplicaciéon, consultar el protocolo y
los ejemplos propuestos en el documento en vigor EURL Lm Technical
Guidance Document.
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Anexo 5. Ensayos de desafio: Prerrequisitos antes de iniciar un ensayo

de desafio

Antes de iniciar un ensayo de desafio, el operador de empresa debe poder
facilitar al laboratorio la informacion relevante sobre las caracteristicas del

producto estudiado.

Caracterizar el producto permitira:
e Identificar los factores que puedan tener un impacto en el crecimiento de L.
monocytogenes y priorizar su medicién;
e Evaluar las fuentes de variabilidad de los factores que caracterizan el producto
y el proceso productivo;
e Demostrar que los productos analizados durante los ensayos de desafio son
representativos de la produccion.

El fabricante debe proporcionar al laboratorio toda la informacién relevante sobre el
alimento, para ayudarle a disefiar las condiciones del estudio, entre ellas:

— Descripcidn del alimento (denominacién, si es nueva formulaciéon o producto
con un historial de produccion)

— Lista de ingredientes

— Fecha de caducidad

— Historico del producto: si es producto nuevo o nueva férmula o producto ya
comercializado

— Caracteristicas fisico-quimicas del producto; parametros de interés
(incluyendo la media, la desviacion estandar y el intervalo) ph, aw y salinidad,
y opcionalmente: contenido de sal y conservantes. Es importante tener en
cuenta que algunas caracteristicas pueden cambiar a lo largo de la vida til
del alimento (por ejemplo, pH en productos fermentados, quesos, o valores
aw en jamoén curado o quesos duros)

— Condiciones de envasado del producto final (al vacio, en atmosfera protectora,
tipo de envase y permeabilidad, etc)

— Principales etapas del proceso productivo especialmente fases relacionadas
con la inactivacion de microorganismos (tratamiento térmico, secado,
ahumado, maduracion, congelacion, salado) o en las que se pueda producir
recontaminacion (ejemplo adiciéon de materias primas crudas, descongelacion,
loncheado después del tratamiento térmico sin tratamiento bactericida
posterior o envasado)

— Caracterizacion de la cadena del frio (datos de los que disponga el fabricante)
Si los datos sobre las temperaturas y duracién de almacenamiento no estan
disponibles, el laboratorio tendra que emplear los valores por defecto que se
especifican en el Documento de orientacién Técnica del LRUE para Lm)

— Vida util, condiciones recomendadas (instrucciones de uso en el envase) y
condiciones razonablemente previsibles de uso del producto.

Para caracterizar el producto, se recomienda estimar la variabilidad intralote en un
minimo de cinco valores y la variabilidad interlote en un minimo de tres lotes
diferentes analizados en un periodo en el que se refleje la posible variabilidad. Este
numero minimo de datos se tendra en cuenta como punto de partida para caracterizar
la variabilidad de los factores que repercuten en el crecimiento de Lm.

51

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Anexo 6. Protocolo de los ensayos de desafio para el potencial de

crecimiento

1) Eleccion y nimero de lotes

Por norma se examinaran al menos tres lotes para tener en cuenta la variabilidad
interlote.

Para contabilizar la variacion del proceso de produccién y del producto, se recomienda
analizar tres lotes producidos en tres dias diferentes. Si se producen diferentes lotes
en un mismo dia, y la variabilidad entre lotes se cubre en un dia (lo cual debera
justificarse), podra aceptarse que se analicen tres lotes producidos en el mismo dia.

Los lotes deben enviarse al laboratorio a la mayor brevedad posible tras la produccion
(es decir, el dia de produccion o el siguiente) para evitar que se alteren las
caracteristicas alimentarias entre el dia de produccion y el dia de inoculacion.

2) Eleccion de la cepa a inocular

Hay que utilizar una mezcla de al menos dos cepas para tener en cuenta la
variabilidad de crecimiento entre las distintas cepas de Listeria monocytogenes en un
alimento se utilizaran las mismas cepas en los tres lotes analizados. El crecimiento
de las cepas de Lm, varia en funcién del alimento y de las condiciones de
almacenamiento. Para ayudar a los laboratorios en la eleccién de las cepas de L.
monocytogenes, el EURL Lm ha constituido una coleccion de cepas de
L.monocytogenes aisladas de diferentes origenes (carne, pescado, productos lacteos
y entorno). Estas cepas se han caracterizado segun sus habilidades de crecimiento
(la velocidad maxima de crecimiento calculada a pH, aw y Temperaturas extremos).
La coleccion de cepas del EURL L.m esta disponible para los laboratorios nacionales
de referencia. Las cepas deben almacenarse en el laboratorio en condiciones que
minimicen o eliminen las mutaciones que puedan afectar sus caracteristicas de
crecimiento o supervivencia.

3) Preparacion del inéculo

Las cepas que se utilicen en el test, deben estar en el mismo estado fisioldgico que
aquellas que pueden contaminar el alimento en condiciones naturales, es decir en la
fase estacionaria de crecimiento. Para ello se sigue el siguiente protocolo:

.- Primero, se subcultiva cada cepa en un medio (p.e. Caldo de soja y triptona (TSB)
o infusion de corazén y cerebro (BHI) a una temperatura (30-372 C) favorable para
el crecimiento éptimo de L. monocytogenes, durante el tiempo suficiente (8-16
horas) para que todas las células alcancen la fase estacionaria de crecimiento
(alrededor de 9,20 logio ufc/ml); este primer subcultivo tiene por objeto conseguir
gue todas las células alcancen el mismo estado fisilégico.

.- Después se prepara un segundo subcultivo en el mismo medio y se incuba a una
temperatura cercana a la temperatura habitual de almacenamiento del producto (en
productos listos para el consumo, habitualmente almacenados a refrigeracion, deben
utilizarse 8°C durante 4 dias 6 10°C durante 3 dias)) con el fin de que la cepa se
adapte a estas condiciones de conservacion, y, para permitir el crecimiento de las
cepas hasta la fase exponencial tardia o fase estacionaria temprana alrededor de
9,20 logio ufc/ml).
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.-Posteriormente se deben mezclar en cantidades iguales los cultivos bacterianos de
cada una de las cepas que conforman el coctel. De este cultivo mixto de hacen
diluciones sucesivas en suero fisioldgico, a la misma temperatura a la que se ha
incubado el segundo subcultivo (7-10°C). Para obtener un indéculo con una
concentracion similar a la que puede contaminar el alimento de forma natural, se
recomienda 100ufc/g (rango de 50 a 200ufc/g), ya que, si la concentracidn es
demasiado alta, se sobrecargan los posibles sistemas inhibitorios del alimento, y si
es demasiado baja, el test dara un falso resultado negativo, porque las células no
lograran multiplicarse. Este indculo se debe utilizar inmediatamente.

.-Finalmente, se comprueba la concentracion del in6culo mediante recuento en
agar selectivo.

4) Preparacion e inoculacién de las unidades de prueba

Numero de unidades y numero de puntos de muestreo

De acuerdo con la norma EN ISO 20976-1, el numero de unidades que deben
prepararse por cada lote (unidades de ensayo a inocular, unidades de control y
muestras de control alimentario), y el nUmero de puntos de muestreo, se recogen en
la tabla 5

Se requiere muestreo destructivo para los analisis microbioldgicos durante todo el
ensayo. Los puntos de analisis intermedios permiten tener en cuenta la variacién de
las propiedades del alimento a lo largo de la vida util, y los posibles picos en el
recuento de la bacteria durante la vida util (crecimiento muy rapido seguido de una
disminucién rapida), que son normales al principio de la vida util. Para determinacién
de las caracteristicas fisico-quimicas, atmdsfera gaseosa y recuento de microflora
asociada, se pueden utilizar las mismas unidades de prueba.

Tabla 5. Niumero de unidades a preparar productos envasados al aire, vacio o atmodsfera
modificada por lote

Tipo de unidades Tipo de analisis

N° de unidades y fecha de analisis

Namero total de unidades

Preparacion e

inoculacién de

por lote
3 ento+ 1 (unidad
de ensayo X 3
Unidades de ensayo Recuento L. monocytogenes 7 fechas
intermedias) + 1
en ftinal
Deteccion L. monocytogenes 1 lento
Muestras de control 2{|e_d|C|o[1 . caracteristicas 2 (si envasado en | 1 ento
alimentario isicoguimicas - - atmosfera
Recuento de la microbiota asociada modificada) 1 ento
Medicion EAM 1ento+1 en tna
Medicion caracteristicas
fisicogquimicas
Unidades de control Recuento de la microbiota asociada | 2 lentos1en tona
Medicién EAM
Control de temperatura 1 Durante  todo el
ensayo

| 11 (env al aire o vacio) , 12 EAM |

las unidades de analisis para determinar la

concentraciéon de L. monocytogenes
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Procedimiento de inoculacion

Esta etapa es critica cuando se hace un ensayo de desafio, para que no se alteren las
propiedades intrinsecas del alimento. Para minimizar cambios en las caracteristicas
fisico-quimicas, el volumen de inéculo nunca debe superar el 1% de la masa (o

volumen) de la unidad de test, para no alterar significativamente las caracteristicas
intrinsecas del alimento y por tanto las caracteristicas de crecimiento del indculo. Se
pueden utilizar distintos métodos de inoculacién, dependiendo del tipo de alimento.

Los métodos de inoculacidon recomendados son:
v' Bien el alimento se retira de su envase, se inocula y se vuelve a envasar en
condiciones similares; en cuyo caso la inoculacién puede realizarse
o en profundidad, en alimentos considerados homogéneos
(por ejemplo, alimentos homogeneizados después de
triturarse) o preparados mezclando varios materiales (por
ejemplo, ensaladas mixtas),

o en superficie, para simular la contaminacion de una parte
especifica durante el procesado (por ejemplo, productos contaminados
durante el loncheado o envasado).

Para productos con multiples componentes o capas, se deben inocular

los componentes mas relevantes en relacion con una posible
contaminacion por L. monocytogenes y/o las interfases entre ellos
(ejemplo: sandwich)

v Bien el alimento se mantiene en su envase y se inocula por medio de un
septo que se cubre inmediatamente con un segundo septo, para

mantener las condiciones atmosféricas del envase.

Debe tenerse cuidado para asegurar que el espacio de cabeza y la composicién
gaseosa de las unidades de test sean lo mas parecidas posible a las del producto
comercial.

Nivel de contaminacion

El nivel de contaminacion debe ser alrededor de 100 ufc/g (2 Log ufc/g). Esto reducira
el efecto de la incertidumbre de medida asociada a cifras bajas. En productos
fermentados, puede utilizarse un nivel de contaminacién mayor, para seguir con
facilidad el crecimiento de las cepas de Lm entre otros microorganismos.

La desviacion estandar (DE=vZ|x—ul?/N donde Ssignifica "suma de", x es un valor
de un conjunto de datos, p es la media del conjunto de datos y N es el nimero de
datos) del recuento de Lm obtenida en el dia 0 (el dia de inoculacién) de las tres
réplicas debe calcularse y debe ser inferior a 0,3 log ufc/g. En el supuesto de que
esta desviacion estandar fuese superior, no se aceptara el ensayo de desafio para el
lote analizado y sera preciso realizar un nuevo ensayo de desafio en otro lote.
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Deteccion de L. monocytogenes el dia 0

En las muestras de control alimentario utilizadas para detectar L. monocytogenes no
se afadira suero fisioldgico. Si se detecta L. monocytogenes en estas unidades de
test, el resultado del ensayo de desafio no es valido.

Medicion de los parametros fisicoguimicos

Es fundamental conocer el pH y la aw del producto. En lugar de la aw, pueden
utilizarse el contenido en NaCl y la humedad o el contenido en materia seca, para
aquellos productos en los que el NaCl sea el factor que controle la aw. Para calcular
el contenido de la fase acuosa a partir del porcentaje de materia seca, el porcentaje
de NaCl en el producto y para calcular la actividad en agua puede utilizarse la
calculadora disponible en el software FSSP (Food Safety and Spoilage Predictor)
(gratuita online)

Deberan medirse otros factores, como los acidos organicos, en la medida en que sean
relevantes para controlar el crecimiento de Lm

Para medir las propiedades fisicoquimicas del producto, se prefieren los métodos
estandarizados (ISO, EN o normas nacionales). Estas mediciones deben compararse
con los datos procedentes de la produccion normal del alimento para demostrar que
los lotes utilizados en el ensayo de desafio representan los procesos productivos
normales y, preferentemente, que el lote que se utiliza en el ensayo de desafio
representa el escenario menos favorable.

Cuando se midan las propiedades fisicoquimicas de un producto, debe analizarse una
parte representativa del producto, teniendo en cuenta los lugares en los que se
espera encontrar Lm en el producto. Por ejemplo, en el pescado ahumado, es mas
probable que Lm se encuentre en la superficie del producto que en su interior, y las
caracteristicas fisicoquimicas de la superficie cobran especial importancia, ya que
pueden variar ligeramente respecto a las del interior del producto.

Medicién de la atmdsfera gaseosa

En relacidén con las unidades de ensayo que se hayan vuelto a envasar al vacio, es
importante comprobar el funcionamiento de la maquina de vacio para obtener las
mismas condiciones de vacio iniciales.

En relacién con las unidades de ensayo que se hayan vuelto a envasar en atmdsfera
modificada, es importante utilizar las mismas condiciones de envasado en atmésfera
modificada (EAM): composicion gaseosa, relacion gas/producto y permeabilidad
gaseosa del material de envasado (propiedades de barrera similares).

En lo que respecta a unidades de ensayo envasadas en atmdsfera modificada e
inoculadas mediante un septo en el envase original, resulta importante comprobar la
estanqueidad del envase durante el ensayo de desafio. La composicidon gaseosa debe
medirse con un analizador de espacio de cabeza para garantizar que no se produzcan
fugas en el envase durante el periodo de almacenamiento.
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Estos analisis deben realizarse al comienzo (t0) y al final (tfinal) del analisis, sobre
una muestra de control de alimento (sin septo) y sobre una unidad de control (con
septo), para comprobar la estanqueidad del envase durante todo el periodo de
ensayo.

Medicion de la temperatura

Las temperaturas de almacenamiento de las unidades de ensayo deben registrarse
durante todo el ensayo, para ello se utiliza un registrador de datos térmicos en una

unidad de control, que se encuentre en la misma incubadora y lo mas cerca posible
de las unidades de ensayo restantes.

5) Condiciones de conservacion del alimento inoculado

Las condiciones de conservacion (incubacion) deben cumplir con las condiciones mas
probables a las que esta sometido el alimento en condiciones normales de uso, hasta
su consumo final. Se debe incluir el rango de temperatura tipico al que se
transporta, distribuye y almacena. Se trata de una parte critica de cualquier
ensayo de desafio. Es responsabilidad de la empresa y del laboratorio trabajar
juntos para asegurar que las condiciones de conservacion (incubacién) utilizadas
sean realistas, comprendiendo el hecho de que las temperaturas adecuadas no se
mantienen siempre a lo largo de toda la cadena del frio (desde la produccidn hasta
el consumo). En consecuencia, las pruebas de inoculacién deben considerar el
empleo de abusos de temperatura.

La temperatura y la duracion se deben seleccionar dependiendo de la informacion
disponible, segun la siguiente tabla:

Tabla 6. Temperatura y duracién seguin la etapa de la cadena alimentaria

SEEE ez E T2 de incubacion Vida Vida util
cadena
atil < | > 21
21 dias | dias

Desde la fabrica | Justificada

Justificada por O si no 1/3 de

hasta la llegada | por O si nose 79 : = ) ,
. ! -, informacién se la vida | 7 dias
al expositor de | informacion  conoce C .
- detallada conoce util total
venta detallada
Minorista: Justificada L o Justificada por O si no 1/3 de | Y2 (vida
. por Osinose 7 : - . .
expositor de | ! -, informacién se la vida | atil - 7
informacion  conoce C o ,
venta . detallada conoce util total | dias)
detallada
Conservacion Justificada Lo Justificada por O si no 1/3 de | Y2 (vida
por O sinose 10 - . . .
por el | . informacion se la wvida | datil - 7
. informacion conoce oC P ,
consumidor detallada** detallada conoce util total | dias)

(*) Temperatura justificada por informacion detallada: el percentil 95 de las observaciones del operador
de empresa alimentaria

(**) Temperatura justificada por informacion detallada: el percentil 95 de las observaciones del pais donde
se localiza la etapa de la cadena del frio en consideracion
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6) Analisis microbiologicos:

a) Deteccién de L. monocytogenes. El método de referencia es la norma EN ISO
11290-1, de acuerdo con el Reglamento 2073/2005. Segun el articulo 5, se acepta
el uso de métodos alternativos cuando estén validados con respecto al de referencia,
y si se utiliza un método registrado, certificado por terceros conforme al protocolo de
la norma EN/ISO 16140-2 u otros protocolos internacionalmente aceptados. Los
métodos distintos a los descritos deberan validarse conforme a protocolos
internacionalmente aceptados y su uso deberd ser autorizado por la autoridad
competente.

b) Recuento de L. monocytogenes. El método de referencia es la norma EN ISO
11290-2, de acuerdo con el Reglamento 2073/2005. Segun el articulo 5, se acepta
el uso de métodos alternativos cuando esté validados con respecto al de referencia,
y si se utiliza un método registrado, certificado por terceros conforme al protocolo de
la

norma EN/ISO 16140 u otros protocolos internacionalmente aceptados. Los métodos
distintos a los descritos deberan validarse conforme a protocolos internacionalmente
aceptados y su uso debera ser autorizado por la autoridad competente.

Dado que las unidades de ensayo se contaminan de forma artificial con Lm, no es
necesario completar el paso de confirmacion cuando se realiza el recuento.

Cuando se detecta Lm en el control en el momento 0, es posible continuar el ensayo
de desafio para evaluar el potencial de crecimiento del lote estudiado (por la
inoculacién de multiples cepas bacterianas) Unicamente si el nivel de contaminacién
natural por Lm es inferior o igual al nivel de inoculacién, que debe situarse en el
rango [50-200 ufc/g].

Puesto que el nivel diana de contaminacion es de 100 ufc/g, el limite del recuento
debe ser bajo, no mayor de 10 ufc/g, lo que se consigue, de acuerdo con la norma
EN/ISO 11290-2, usando 1 ml de la suspensién inicial sembrado en 3 placas de 90
mm de @; o sembrando 1 placa grande de 140 mm de @, 0, si esta validado, volcando
1 ml en 1 placa de 90 mm de @.

También se puede lograr un limite bajo de recuento usando filtracién u otro método
gue esté validado y tenga un nivel de deteccién inferior.

Teniendo en cuenta el nivel de recuento (entre 50-200 ufc/g), para evitar niveles
bajos (menos de 10 colonias en una placa de Petri) en los recuentos de colonia, se
puede, o bien disminuir el factor de dilucion de la suspension inicial (ej: 1/5 en lugar
de 1/10), o bien, aumentar el volumen de la suspensién de las placas (por ejemplo,
2 ml en 2 placas de 140 mm de @, o 2 ml en 6 placas de 90 mm de @.

c) Microflora asociada. Se puede tratar de aerdbios meséfilos (EN ISO 4833), o
una microflora especifica del alimento (p.e. bacterias acido-lacticas, Pseudomonas,
levaduras o mohos). Los métodos para su recuento deben seguir los correspondientes
estandares CEN, ISO o nacionales, para el microorganismo y alimento implicados.
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7) Calculo del potencial de crecimiento:
El potencial de crecimiento se calcula mediante la siguiente formula:

A= Iogmax- - IOg i

Donde logmax €s el valor superior del recuento de Lm de, al menos, los cuatro puntos
de muestreo (menos la muestra en To), si se analiza solo una unidad de ensayo por
punto de muestreo. Si se analiza mas de una unidad de ensayo por punto de
muestreo, entonces logmax €s el valor medio mas alto obtenido en cada uno de los 4
puntos de muestreo.

Log i, es el valor medio de las tres unidades de ensayo analizadas en el momento 0
(To).

El potencial de crecimiento de todos los lotes analizados es el mayor A obtenido.

Una vez el lote ha sido inoculado y se ha practicado el recuento en el “dia 0”, se
recomienda calcular inmediatamente la desviacién estandar entre los tres log-
resultados del “dia 0”. Si esta desviacidn estandar (debido a la incertidumbre de la
medicion y a la contaminacién heterogénea) es igual o mayor que 0.3 log ufc/g, la
prueba de inoculacién no es aceptable.

Cuando una prueba de inoculacién no es aceptable, hay que repetir de nuevo el
experimento para ese lote (o para uno similar), prestando gran atencién a la
homogeneidad de la contaminacion y a la precision del método de recuento
(aumentar el nUmero de placas si es necesario).

8) Interpretacion de resultados

El potencial de crecimiento indica la capacidad del alimento para soportar el
crecimiento de L. monocytogenes:

e Si A es igual o menor que 0.5 logio, se asume que el alimento no
favorece el crecimiento de L. monocytogenes.

e Si A es mayor que 0.5 logio, se asume que el alimento si favorece el
crecimiento de L. monocytogenes.

En los casos en que se asume que el alimento si puede favorecer el crecimiento de
L. monocytogenes (A mayor que 0.5 logio,), el potencial de crecimiento puede
utilizarse para predicciones de crecimiento, por ejemplo:

e concentracién maxima = concentracion inicial + A (la concentracién maxima
obtenida mediante este calculo puede usarse para determinar, para un
producto dado, con una concentracién conocida en el “dia 0” si la
concentracion prevista para el “dia maximo” excedera el limite de 100 ufc/g)

e concentracion inicial = concentracion maxima - A (la concentracion inicial
obtenida mediante este calculo puede usarse para determinar un limite al
final de la produccidn, lo suficientemente bajo, como para garantizar que no
se superara el limite de 100 ufc/g durante la vida util).
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9) Informe de la prueba

Ver “LISTA DE COMPRQBACION PARA ENSAYOS DE DESAFiO (POTENCIAL DE
CRECIMIENTO Y TASA MAXIMA DE CRECIMIENTO)” al final del Anexo 9

Es importante mencionar en el informe que, los resultados del estudio, son validos
solo para un alimento concreto en las condiciones de almacenamiento aplicadas, v,
deberan repetirse, ante cualquier cambio en la formulacion, el procesado o las
condiciones de almacenamiento del alimento.

Deberda indicarse en el informe si el ensayo de desafio se realiza sobre un Unico
producto o si es para un grupo de productos.

El aprovechamiento de los datos (es decir, la aplicacién de los resultados), no entra
dentro del alcance del informe de ensayo, sino que debe formar parte del informe de
estudio de vida util que preparen los operadores de empresas alimentarias.

Nota: para un estudio mas exhaustivo y aplicaciéon, consultar el protocolo y
los ejemplos propuestos en el documento en vigor EURL Lm Technical
Guidance Document
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EJEMPLOS DE CALCULO DEL POTENCIAL DE CRECIMIENTO

A continuacion, se muestran ejemplos del célculo del potencial de crecimiento a partir
de ensayos de desafio, y de la aplicacion de los resultados obtenidos.

En el primer ejemplo (tabla 7) se analizan tres lotes. Para cada lote cinco puntos de
muestreo en total (Toy otros cuatro puntos), en cada punto de muestreo se analiza
una unidad de prueba. Este ejemplo representa la mayoria de los casos.

Tabla 7. Primer ejemplo de resultados obtenidos en una prueba de potencial de crecimiento.

A
Alimento

Mediatde*

2,15 .
1 218 | 2,14+0,05 | 2,15 | 2,11 2,18 '
s 2,04 2,14
, -0,04
2,11 .
2 215 | 2,10+0,06 | 2,18 | 2,10 2,08 ' 0,08
S 2,11 2,10
, -0,08
2,16 2 24-
3 2,26 | 2,2040,05 | 2,20 |2,20 2,06 '
2,24 2,20
2,18 -0,04

En este primer ejemplo, las desviaciones estédndar para los 3 resultados del “dia 0”
son 0,05 logio ufc/g para el lote 1; 0,06 logio ufc/g para el lote 2, y 0,05 logio ufc/g
para el lote 3. La inoculacion se ha hecho correctamente, ya que la “de” (desviacion
estandar) es <0,3 logio. Por lo tanto, pueden usarse todos los resultados para calcular
el potencial de crecimiento. La diferencia mas alta obtenida en los tres lotes, entre la
concentracion maxima a lo largo del ensayo y la concentracién inicial en To es 0,08
logio. Por tanto, el potencial de crecimiento de Lm en el alimento, es inferior a 0,5
logio, por tanto, no favorece el crecimiento de Lm. En este caso, el Alimento Listo
para el Consumo, puede clasificarse en la categoria 1.3 del Reglamento 2073/2005.

Conociendo el potencial de crecimiento, y la concentracion inicial de Lm en el
producto, podemos calcular la mayor concentracién de Lm a lo largo de la vida util
del ALC. En este ejemplo concreto, suponiendo que la cies =1 logio ufc/g, la mayor
concentracion puede calcularse con la férmula:

Mayor concentracion Lm= ci+A

Mayor concentracion = 1 log:o ufc/g + 0,08 logio ufc/g = 1,08 logio ufc/g (menor de
2 logio ufc/g), el alimento no supera el limite del reglamento a lo largo de la vida atil
prevista.
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En el segundo ejemplo, se presentan los resultados de un ensayo de desafio de tres
lotes, con 4 puntos de muestreo, y 3 unidades de ensayo por punto de muestreo
(debido a la variabilidad de los parametros fisico-quimicos en el producto estudiado

Tabla 8. Segundo ejemplo de resultados obtenidos en una prueba de potencial de crecimiento.
A

Aliment
o

Logio ufc/g

4
4,12 8
2,10 2,06 | 2,9 3,00 ' _
1 2,28 +0,2 | 198 |266 |38 |3,60 j’fg 4,18 ‘5"7 ‘2"8 ‘1'52762'06
1,80 4 3.10 3,95 ' . =2
3
1,48 2,00
2 2,36 +0,4
2,18 6
o5 3,55
0
2,16 G2 | 1,80 3,28
3 2,26 00 |300 |263 |385 |3,61 j'gg 4 as 2'8 @gzgs
2,18 5 3.10 3,70 ' ' '
4,80 5,9
0
4,4
3,25 2
2,20 2,06 | 2,28 3,10 ' _
4 2,04 0,1 | 272 |262 |330 [332 |39 ¥ | 431858
1,96 2 2,85 3,55 ' 06=2,
4,5
0

En este segundo ejemplo, las desviaciones estandar para los 4 resultados del “dia 0”
son 0.24 logio ufc/g para el lote 1; 0.46 logio ufc/g para el lote 2, 0.05 logio ufc/g
para el lote 3 y 0.12 logio ufc/g para el lote 4. Por lo tanto, los resultados del lote 2
no pueden utilizarse, porque la desviacién estandar es > 0.3 log1o ufc/g. La diferencia
mas alta obtenida en los tres lotes utilizados, entre la concentracion maxima a lo
largo del ensayo y la concentracién inicial en To (A) es 3,55 logio ufc/g, mucho mayor
que 0,5 logio ufc/g., por tanto, el alimento, favorece el crecimiento de Lm, y pertenece
a la categoria 1.2 del reglamento.

En este caso, para asegurar que no se excede el limite de 2 logio ufc/g al final de la
vida util prevista, la concentracién inicial de Lm deberia ser muy baja, segun la
formula:

Ci= 2 logio ufc/g - 3,55 logio ufc/g = -1,55 logio ufc/g, que son 0,03 ufc/g lo que
equivale a no detectar Lm en 33 gramos de producto*

* Este valor se obtiene de la férmula ufc/g / x g = 0,03 ufc/g, de donde x = 33 g, lo que equivale a decir que no se detecta Lm

en 33 gramos de producto.
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Anexo 7. Protocolo de ensayos de desafio para la velocidad maxima de

crecimiento

1) Namero de lotes

Generalmente se examinaran al menos tres lotes para poder captar la
variabilidad interlote. No obstante, a partir de la “calculadora de variabilidad
fisicoquimica interlote”, disponible en el siguiente enlace: https://eurl-
listeria.anses.fr/en/minisite/listeria-monocytogenes/mandate, se pueden realizar
ensayos de desafio para evaluar la velocidad maxima de crecimiento, utilizando un
Unico lote si se cumplen las siguientes condiciones:

e El operador de empresas alimentarias puede ofrecer datos sobre los factores
que caractericen un producto del lote (variabilidad intralote) y entre los lotes
(variabilidad interlote: al menos, medias de pH y aw de tres lotes y 5
unidades /lote)

e Los parametros fisicoquimicos, el pH y el aw son los factores principales que
repercuten en el crecimiento de Lm en el producto, y

e Larepercusion de la variabilidad interlote de dichos pardametros fisicoquimicos
sobre el crecimiento de la Lm no sea relevante (segun los resultados de la
herramienta de célculo).

A continuacién, se muestra un ejemplo de aplicacién de la calculadora variabilidad
interlote: La conclusién sobre si el impacto de la variabilidad de pH y aw es
significativo en el crecimiento de Listeria a la temperatura del estudio aparece en
rojo: en este ejemplo, habra que utilizar al menos tres lotes, ya que el impacto de la
variabilidad del pH y aw es significativo en las condiciones de temperatura a las que
se va a realizar el test.

The IBPCY (Inter-Batch Physico-Chemica Variability] ealculator enables ko test if the inter-batch variability linked to pH and a, of a food is significant regarding the arowth rate of 3 bacteria. Elue zones have to be filled in: pH and a, mean values for

zach of at [east 3 batches, minimum temperature of the laboratory test and cardinal values for the bacteria. Green zones (formulag] are protected. Answer appears in red characters.

If no measured a,,

Batch " Measured a.. NaCl Moisture If (measurement) aw
P au available, it is not n
in the NaCl and Moi

Cardinal values

mean per % (gl00g) | % mean
batch at D, | ™ean per mean per per batch at D,

batch at Dy | patch atD, atD, -
58 098 0,98 Temperature -2.00 37

1

2 EE 098 0ss pH 43 7
3 60 038 038 a,
4 61 098 038
5 64 038 038
E

7

3

mean ger batch

v
Conclusim——P>

tested temperature conditions.

Mean 678 0,380
Standard deviation 032 0.000

Es importante resaltar que, el uso de la calculadora, esta limitado a los ensayos de
desafio para evaluar la velocidad maxima de crecimiento, (no se usara en los ensayos
de desafio para potencial de crecimiento, que siempre requieren estudiar al menos
tres lotes)
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2) Eleccion de cepa(s)

Se utiliza una uUnica cepa por ensayo de desafio. Es importante elegir una cepa de la
gue se conozcan las caracteristicas de crecimiento, y que sea adecuada para el

producto para el que se va a estudiar. La cepa puede elegirse entre el conjunto de
cepas del EURL Lm, que estan clasificadas en funcion de su velocidad maxima de
crecimiento a bajas temperaturas, aw y pH. Se recomienda utilizar cepas que estén
clasificadas en funciéon de sus valores cardinales (T2, pH y aw: minima, éptima y
maxima). Utilizar estas cepas permitira predecir de forma mas precisa el crecimiento
de la cepa en el alimento estudiado en diferentes condiciones ambientales.

3) Preparacion del inéculo

Los pasos para preparar el indculo son los mismos que se han descrito en los ensayos
de desafio para calcular el potencial de crecimiento, excepto que en este caso, la
cepa se utiliza individualmente.

4) Preparacion e inoculacion de las unidades de prueba

Las fases de crecimiento bacteriano se ilustran en la siguiente figura (fase lag o de
latencia, exponencial y estacionaria:

10 Stationary phase ]

”
9 -~ -

Exponential phase /’/'”
; 7

7 —
= " | Vinax = Mmax_/ In (10)
Ll_ 6 T
(_)E < : ’/
(=2 !//
o ~

4 "H

-~ I
3 ; . . . .
0 00 1 10.00 20.00 30 .00 40.00 50.00
] .

Lag phase Time (h)

Las pruebas requieren un muestreo destructivo. Debera haber, al menos, 8 puntos
experimentales de muestreo por cada lote y curva de crecimiento, distribuidos a lo
largo de todas las fases de crecimiento, (latencia, exponencial y estacionaria), con
un minimo de cinco puntos de muestreo en la fase exponencial.
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El nGmero de unidades por lote se recoge en la siguiente tabla:

Tabla 9. Nimero de unidades a preparar por cada curva. Productos envasados.

Namero de unidades y fecha de
analisis por lote

Tipo de unidades | Tipo de analisis

3 en Toy 8 para la

Unidades de Recuento de L. monocytogenes 11 curva de crecimiento
ensayo con 5 en la fase
exponencial
Deteccion de L. monocytogenes 1 ento
Muestras de | Medicién caracteristicas fisicoquimicas 1ento
control Recuento microbiota asociada 2 1 ento
alimentario Medicion de la EAM * (solo envasados en

. X
atmdsfera modificada) lenToy1en Ton

Medicidn caracteristicas fisicoquimicas
Recuento microbiota asociada

Unidades de Vedicién de la EAM (solo envasados en 2 lenToy a en Tane
control . .

atmodsfera modificada)

Control de la temperatura 1 Durante todo el ensayo
Numero total necesario por lote 16 (EAM), 15 (No EAM)

Para la medicion de las caracteristicas fisico-quimicas, atmosfera gaseosa y determinacion de la
concentracion de microflora asociada, se puede utilizar la misma unidad de test.

*Cuando se trate de productos envasados al aire o al vacio, no hara falta muestra de control alimentario
para medir la atmosfera modificada al final del ensayo, y por este motivo solo hacen falta 15 unidades de
ensayo por curva

ePreparacion e inoculacién de las unidades de prueba para determinar pmax

Las condiciones para la preparacion e inoculacion de las unidades de prueba son las
mismas que las descritas en los ensayos para calcular el potencial de crecimiento,
excepto que en este caso, la inoculacién se hace con una cepa (no una mezcla de
ellas) para cada curva de crecimiento que se calcule. Las unidades de prueba deben
inocularse lo mas pronto posible desde el dia de produccion (salvo excepciones dentro
de los dos dias post-produccién)

eNivel de contaminacion

El nivel de contaminacién diana deberia ser de unas 100 ufc/g y el volumen inoculado
no deberia sobrepasar el 1%(p/v) de la masa del producto

eDeteccion de L. monocytogenes en el alimento en muestras de control
alimentario (no inoculadas) al principio y recuento al final (“dia final”)

Se prepara 1 muestra de control alimentario por lote, para verificar la ausencia
de L. monocytogenes en el alimento, estas muestras no son inoculadas.

Si L. monocytogenes se detecta en las "muestras de control alimentario” en
el “dia 0”, el ensayo de desafio no seria valido, ya que no se conocerian los
numeros exactos al principio del estudio y no se podria calcular una velocidad de
crecimiento correcta.

eDeterminaciéon de las caracteristicas fisico-quimicas, microbiota asociada y
atmédsfera gaseosa iniciales (“dia 0”) y finales (“dia final”)
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Se prepara 1 muestra de control alimentario por lote para determinar las
caracteristicas fisico-quimicas, recuento de la microbiota asociada y atmdsfera
gaseosa (solo en productos envasados en atmosfera modificada) en el dia cero, y
solo para productos envasados en atmosfera modificada 1 muestra de control
alimentario por lote para medir la atmédsfera al final del ensayo: estas muestras no
se inoculan y se puede utilizar la misma muestra que se utiliza para verificar la
ausencia de L. monocytogenes

Se preparan 2 unidades de control para la medicidon de las caracteristicas fisico
quimicas, recuento de la microbiota asociada y medicién de la atmdsfera gaseosa, 1
al inicio del ensayo y otra al final del mismo. Estas muestras no se inoculan con L.
monocytogenes, en su lugar se les inyecta una solucién salina fisioldgica estéril.

Las caracteristicas fisico-quimicas se miden de acuerdo con métodos estandar (al
menos: pH; (contenido en sal; humedad); aw)

La microflora asociada a tener en cuenta pueden ser aerobios mesoéfilos o microflora
especifica del alimento (p.e. bacterias acido-lacticas, Pseudomonas). Para el recuento
de esta flora, se usan métodos de acuerdo con el Reglamento (CE) n® 2073/2005.
Los métodos utilizados deben seguir las normas relevantes CEN, ISO o nacionales
para el microorganismo y alimento implicados. Para las determinaciones fisico-
guimicas y recuento de microflora asociada, se puede utilizar la misma unidad de
muestra.

5) Condiciones de conservacion del alimento inoculado

Este tipo de ensayos se llevan a cabo a una temperatura fija de almacenamiento,
que debe oscilar entre los 6 y los 10 °C. En lo que respecta a los productos
contaminados con bacterias del acido lactico, la temperatura no debe superar los 8
OC para evitar que se inhiba el crecimiento por las bacterias del acido lactico a
temperaturas mas elevadas.

El tiempo del ensayo debe ser lo suficientemente largo para trazar la curva de
crecimiento y este tiempo puede ser mas o menos corto que la vida Gtil estudiada.

6) Calculo de la velocidad maxima de crecimiento

Para cada curva de crecimiento (una curva de crecimiento por lote y cepa estudiada),
la velocidad maxima de crecimiento puede estimarse ajustando un modelo primario
(regresion no lineal) en todos los puntos experimentales de la curva de crecimiento.
Este ajuste puede realizarse utilizando un software microbioldgico predictivo gratuito,
por ejemplo: DMFit del software ComBase (https://www.combase.cc/index.php/en/)
o Ajuste de curvas de Sym'Previus (https://symprevius.eu/en/). Segun el software
utilizado, las unidades varian: en DMFit, si el dato de entrada es de log10 ufc/g, la
Vmax. se calcula en log10 ufc/g y debe multiplicarse por 2,3 para obtener la pymax.
correspondiente. En Sym'Previus, el dato de entrada estd en logl0 ufc/g y la
velocidad méxima de crecimiento (umax.) se da y se expresa siempre en Ln ufc/g.

65

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID


https://www.combase.cc/index.php/en/
https://symprevius.eu/en/

GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Anexo 7

La velocidad méaxima de crecimiento estimada del producto analizado que se
determine a partir del ensayo de desafio, es equivalente a la media (expresada con
su desviacion estandar) de los valores de velocidad maxima de crecimiento que se
obtengan de las curvas de crecimiento (al menos una por lote). Para un ajuste
adecuado del modelo primario con respecto de los puntos de datos experimentales,
es importante disponer de un punto al comienzo de la fase estacionaria y otro
posterior en la misma fase, como puede verse en la imagen:

DMFit 1

Si el incremento de la poblacién microbiana que se observa desde la curva de
crecimiento es pequeiio (< 1 log ufc/g), no se podra determinar la pmax. de manera

fiable. En ese caso, se recomendaria trazar otra curva de crecimiento a mayor
temperatura para el ajuste o realizar un estudio de potencial de crecimiento. En
cualquier caso, si se tienen sospechas de que un producto no favorece el crecimiento
de Lm dadas sus caracteristicas fisicoquimicas, no se podra estimar de manera fiable
una velocidad maxima de crecimiento. En este caso, debera realizarse un ensayo de
potencial de crecimiento para demostrarlo.

Por ultimo, es importante evaluar la incertidumbre sobre la tasa maxima de
crecimiento (umax.) reflejada por el error estandar (se) o el intervalo de confianza
(IC) sobre la estimacion de la (umax.). Es importante que el error estandar no
sobrepase el 20 % de la estimacion de la pmax, ya que, en ese caso, la incertidumbre
asociada a la ymax., es muy elevada, y el resultado debe interpretarse con cautela.

7) Explotacion de resultados

Conocida la velocidad maxima de crecimiento a la temperatura del estudio, podemos
evaluar el incremento en la poblacién de Listeria durante la vida uatil del alimento en
las distintas temperaturas de almacenamiento.

A partir de la velocidad de crecimiento calculada en el estudio, expresada como pmax
o Vmax, a la temperatura constante del estudio, podemos calcular la velocidad de
crecimiento a otra temperatura utilizando la siguiente ecuacion simplificada del
modelo secundario de raiz cuadrada:

X (TO-Tmin)?*

Velocidad de crecimiento To =Velocidad de crecimiento Tc Por—
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Con Tmin = temperatura minima de crecimiento de L. monocytogenes=-2°C, puede
utilizarse para todas las cepas como valor genérico

Toes la temperatura a la que queremos calcular la velocidad de crecimiento

TcEs la temperatura a la que se ha calculado la velocidad de crecimiento en el estudio

Para aplicar esta formula, Toy Tc deben ser menores de 25°C, y, no es adecuada para
productos con altos niveles de bacterias del acido lactico. En este caso debe utilizarse
un modelo mas completo.

En consecuencia, asumiendo un modelo primario muy simple (sin tener en cuenta
fase de latencia ni fase estacionaria):

e Incremento de Lm (en logio) durante un tiempo de almacenamiento di1 (en
dias) a la temperatura Tc es igual a la Velocidad de crecimiento T¢ (expresada
en logio ufc/g por dia) x di.

e Incremento de Lm (en logio) durante un tiempo de almacenamiento d2 (en
dias) es igual a la velocidad de crecimiento To (expresada en logio ufc/g por
dia) x da.

La prediccion puede por lo tanto aplicarse a cualquier perfil tiempo-temperatura, y
en particular, a las condiciones a las que es mas probable que el producto esté sujeto
hasta su consumo final.

8) Informe de ensayo

Ver “LISTA DE COMPRQBACION PARA ENSAYOS DE DESAFIO (POTENCIAL DE
CRECIMIENTO Y TASA MAXIMA DE CRECIMIENTO)” al final del Anexo 9

Los resultados del ensayo son especificos del producto analizado y la cepa utilizada
en el estudio. Sin embargo, ofrecen datos Utiles, que podrian utilizarse con ayuda de
modelos de microbiologia predictiva, para estimar los efectos de la variacion de
algunas caracteristicas especificas del alimento (pH, aw, conservantes, temperatura),
en la tasa maxima de crecimiento.

El aprovechamiento de los datos (es decir, la aplicacién de los resultados), no entra
dentro del alcance del informe de ensayo, sino que debe formar parte del informe de
estudio de vida util que preparen los operadores de empresas alimentarias.

Nota: para un estudio mas exhaustivo y aplicacién, consultar el protocolo y
los ejemplos propuestos en el documento en vigor EURL Lm Technical
Guidance Document
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EJEMPLO DEL CALCULO DE LA VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO

Ejemplo 1. Estimacion del incremento en la poblacion de Lm sin tener en
cuenta el periodo de latencia

Datos:

- Vida util = 9 dias

- Condiciones de conservacion: 4° C durante 3 dias (d1) y 8°C durante 6 dias (d2)

La prueba de inoculacion se realizé a una T = 8°C

La velocidad maxima de crecimiento (con su error estandar) a 8°C= 0,764 logio ufc/g.
d'+ 0,0367

Si dividimos el error estandar vinculado a la velocidad de crecimiento por su valor,
obtenemos: 0,0367/0,764 = 4,8%. Se encuentra por debajo del umbral de
incertidumbre del 20 % y genera confianza en que la estimacién de la velocidad de
crecimiento es precisa.

El modelo secundario permite predecir la velocidad de crecimiento a una To = 4°C
que sera = 0,764 X (4-(-2))%/(8-(-2))?>= 0,275 logio ufc/g.d?

e Pregunta 1: écudl serd el crecimiento de L. monocytogenes previsto durante
la vida util?

Crecimiento durante la vida atil =
[(Velocidad de crecimiento a 4°C en logio ufc/g por dia) x di] + [(Velocidad de
crecimiento a 8°C en log:o ufc/g por dia) x dz], donde

Crecimiento = (0.275 log10 ufc/g x 3 dias) + (0.764 log10 ufc/g x 6 dias) = 5,42
logio ufc/g. Por tanto el alimento no cumpliria con el criterio establecido en el
Reglamento 2073/2005 para Listeria monocytogenes: 100 ufc/g (2 log ufc/g) al final
de la vida dutil.

Este calculo no incluye la fase de latencia ni la fase estacionaria (es decir, asume que
todo el comportamiento simulado tiene un crecimiento exponencial durante toda la
vida util), y, por tanto, representa la hipotesis menos favorable.

Si se incluye el periodo de latencia en la estimacién de la vida util, hay que tener en
cuenta que es dificil evaluar el estado fisioldogico de Lm cuando se inocula en el
producto

Ejemplo 2. Estimacion del incremento de Lm calculando el periodo de
latencia

Datos:

- Vida util = 9 dias

- Condiciones de conservacion: 4° C durante 9 dias

La prueba de inoculacién se realizé a una Tc = 8°C. A esta temperatura, se estimé
un periodo de latencia de 2,35 dias.

La relacién (latencia X velocidad de crecimiento= ho) (Baranyi y Roberts, 1994), se
usa para calcular la constante ho, a partir de la cual se estimara el periodo de latencia
a 40cC.

ho= 2,35X 0,76 = 1,79
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Latencia a 4°C= ho/velocidad de crecimiento a 4°C = 1,79/0,275 = 6,5 dias, esto
significa que el crecimiento no empezara hasta transcurridos 6,5 dias a 4°C.

Al ser el periodo de vida util previsto de 9 dias, y, teniendo en cuenta que no se
produce crecimiento durante los 6,5 primeros dias, solo habrd cercimiento de Lm

durante 9-6,5 dias, es decir, durante 2,5 dias a 4°C.

La estimacién del crecimiento de Lm durante la vida util sera = 0 + (0,275 X 2,5) =
0,69 logio ufc
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Diagrama-esquema para ensayos de desafio

Recopilacion de informacion

Procesos
Caracteristicas del producto
Tipo de envasado

Disefo del ensayo de desafio

Seleccionar productos/unidades mas favorables al crecimiento de L.monocyfogenes
Potencial de crecimiento Tasa maxima de crecimiento

NUmero de lotes
(variabilidad inter-lotes)

Numero de lotes
(variabilidad inter-lotes)

Numero de unidades de test por lote (con o
sin dias intermedios entre inicio y fin de
estudio]

NUmero de unidades de test por lote

Fijar una temperatura especifica para el

Condiciocnes de almacenamiento
estudio

(temperaturas/tiempo)

Procedimiento de laboratorio

== [ Preparacion de subculfivos Cdlculo de la cantidad de indculo requerido

Seleccion de las cepas

Dias intfermedios:
- Enumeracion de

Dic 0: Preparacion de indculo-noculacion de unidades de test L.monocytogenes

Enumeracion de L.monocyfogenes en unidades inoculadas
(comprobar que la desviacion estandar < 0.3 logio ufc/g)

Deteccién de L.monocytogenes, enumeracion de microflora asociada, PR ;
. o P N Dict final: lo mismao
medida de parametros fisico-quimicos, atmdsfera gaseosa en unidades No que el Dia 0y
inoculadas —>»| comprobar registros

de temperatura en
muesira control

Cdlculo del potencial de crecimiento o de la fasa maxima de crecimiento
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Anexo 9. Listado de verificacion de directrices técnicas

LISTA DE COMPROBACION PARA ENSAYOS DE DESAFIO
(POTENCIAL DE CRECIMIENTO Y TASA MAXIMA DE
CRECIMIENTO)

Debe comprobarse que el disefio de los ensayos de desafio contemple los siguientes
puntos, identificados tanto en la norma EN ISO 20976-1 como en el Documento de
orientacion técnica del laboratorio de referencia de la Unidn Europea para Listeria
monocytogenes (DT). Cualquier desviaciéon de la lista de comprobacion, deberia

afadirse como comentario en la columna derecha de la tabla.

Especificaciones

Comentarios

20976-1 y DT
Namero de lotes | Al menos tres lotes
analizados Un lote para pmax si la

variabilidad interlotes de pH y
Aw no tiene impacto en al
ritmo de crecimiento de Lm
Uso de Ila calculadora de
variabilidad interlotes

Representatividad de | Los lotes representan Ia
los lotes variabilidad normal del
proceso de produccion

Se ha elegido los lotes con
caracteristicas fisico-quimicas
mas favorables al crecimiento
Los lotes proceden de
diferentes dias de produccion

Uso de los lotes Los lotes se analizan en tres
dias diferentes

El andlisis se hace antes de
transcurridos dos dias desde la
produccion del lote
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Especificaciones

No Comentarios

Namero de cepas Al menos dos cepas

Seleccion de las | Cepas de origen conocido
cepas Cepas aisladas del alimento,
del entorno de produccion o de
brotes

Cepas adecuadas al alimento y
condiciones de
almacenamiento estudiadas
Cepas con caracteristicas de
crecimiento conocidas

Utilizacion de las | Mezcladas (para estudios de
cepas potencial de crecimiento)

Por separado (estudios de tasa
maxima de crecimiento)

Controles de las | Hay procedimientos de control
cepas (bioquimicos,
de bioserotipado,
crecimiento) Se comprueban las
caracteristicas de crecimiento

Se han determinado los
valores cardinales de
crecimiento (para estudios de
tasa maxima de crecimiento
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Preparacion

inoculo

Preparacion de los
subcultivos

Especificaciones ISO
20976-1y DT

ler subcultivo en caldo, en
condiciones éptimas de
crecimiento hasta alcanzar
la fase temprana de
crecimiento estacionario

Comentarios

20 subcultivo a
temperatura préxima a la
del ensayo, hasta alcanzar
la fase temprana de
crecimiento estacionario

Se determina el nivel del
inéculo en cada segundo
subcultivo

Mezcla de los
subcultivos

Se hace a concentraciones
iguales (solo ensayos A)

Dilucién de la mezcla
(para ensayos A) o
20 subcultivo aislado
(para ensayos M)

En diluyente que no
promueva el crecimiento
(suero fisiolégico)

Uso del in6culo

Inmediatamente tras
preparacion

Cantidad suficiente para
poder inocular todas las
unidades de test

Enumeracion del
inéculo

En el mismo medio (agar
selectivo) utilizado para el
test

q

Para indculos “estresados”
en agar selectivo y no
selectivo

Direccion General de Salud Publica.
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Inoculacion de las Especificaciones I1SO .
unidades de test 20976-1 y DT SRS
Nivel inicial de | 100 ufc/g (entre 5 y 200

contaminacion ufc/g)

Volumen del inéculo | El volumen del indculo es <
1% de la masa de la
muestra inoculada
Métodos de | Productos desenvasados
contaminacion

En profundidad

En superficie

En ambos

Productos
multicomponentes
Contaminacion de los
componentes que mas
probablemente estarian
contaminados con Lm
Contaminacion en las
interfases

Reenvasado de productos
contaminados
artificialmente
En envase inicial o mismo

material

Si otro material,
propiedades conocidas
similares al inicial

Misma composicion

gaseosa, mismo volumen y
espacio de cabeza
Productos inoculados sin
desenvasar

En superficie, profundidad o
ambos, a través de un
septum

Uso de un doble septum

74

Direccion General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



GUIA DE ESTDIOS DE VIDA UTIL PARA LISTERIA MONOCYTOGENES EN ALIMENTOS LISTOS PARA EL CONSUMO.
2024

Anexo 9

Especificaciones ISO
20976-1 y DT

Comentarios

Preparacion de las unidades de control

Afiaden volumen de suero
fisiolégico equivalente al
volumen del indculo

Hay una unidad de control

para registrar la
temperatura con un data
logger

Las unidades de control y
las de test se almacenan
juntas

Almacenamiento de las unidades de test

Condiciones de | Se identifican las fases de la
almacenamiento cadena de frio desde
(estudios de potencial | productor hasta
de crecimiento) consumidor

Tiempos / | Justificadas con
Temperaturas de | informacion del operador
almacenamiento econémico

Justificadas  con datos
disponibles a nivel nacional
En su defecto, se usan las
recomendadas en el DT
Temperatura de | Se hacen a temperatura
almacenamiento para | constante

los ensayos de tasa
maxima de crecimiento

Controles de la | Registros de temperatura
temperatura de las
camaras de

almacenamiento de las
muestras durante el
test
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NUmero minimo de Especificaciones ISO .
unidades por lote 20976-1 y DT CEOTETELES
Para estudios de | NUmero minimo de puntos
potencial de | de muestreo: 5 (incluyendo
crecimiento TO y Tfinal)

NUmero minimo de

unidades de test por cada
punto de muestreo: 1,
excepto para TO que hacen
falta 3

Si los tres lotes se analizan
el mismo dia, solo hace falta
una unidad de test por cada
lote en TO

NUmero minimo de
unidades de control para
analisis microbioldgico: 2
(una en TO y otra en Tfinal)
NUmero minimo de
unidades de control para
analisis fisico-quimicos: 2
(una en TO y otra en Tfinal)
NUumero de unidades para
control de temperatura: 1
Para estudios de tasa | NUmero minimo de puntos
maxima de | de muestreo: 8 (al menos 5
crecimiento han de estar en la fase
exponencial de crecimiento)

Numero minimo de
unidades de test por cada
punto de muestreo: 1,
excepto para TO que hacen
falta 3

Si los tres lotes se analizan
el mismo dia, solo hace falta
una unidad de test por cada
lote en TO

Ndmero minimo de
unidades de control para
analisis microbioldgico: 2
(una en T0 y otra en Tfinal)
Ndmero minimo de
unidades de control para
analisis fisico-quimicos: 2
(una en T0 y otra en Tfinal)
NUumero de unidades para
control de temperatura: 1
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Especificaciones ISO :

Parametros y | Medida del pH

namero de | « Al menos una unidad de
muestras control en TO y otra en
analizados por Tfinal

lote . Una muestra de control

alimentario en TO

e Se usa un método
estandarizado o validado
reconocido
internacionalmente

Medida de la aw

e Al menos una unidad de
control en TO y otra en
Tfinal

. Una muestra de control
alimentario en TO

e Se usa un método
estandarizado o validado
reconocido
internacionalmente

Productos envasados

e Medida de la composicién
gaseosa de la atmodsfera
de envasado

e Al menos una unidad de
control en TO y otra en
Tfinal

e Dos muestras de control
alimentario: una en TO y
otra en Tfinal

Medidas de otros parametros
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Analisis Especificaciones ISO
microbioldgicos 20976-1 y DT

Comentarios

Deteccion de Lm En una unidad de alimento
control en TO, de acuerdo con:
El método de referencia: EN
ISO 11290-1

Método alternativo validado
seguin I1SO 16140-2
Enumeracion de | En 3 unidades de test en TO y
Lm en 1 unidad de test en cada
punto de muestreo, de acuerdo
con:

El método de referencia: EN
I1SO 11290-2

Método alternativo validado
segun ISO 16140-2

El limite de enumeracién es 10

ufc/g

Se verifica que se han
contaminado todas las
unidades de manera
homogénea: la desviacidn

estandar es < 0.3 log ufc/g
Enumeracion de | En al menos una unidad de
la microflora total | control en TO y otra en Tfinal,

con método estandar
internacional o un método
nacional

En una unidad de alimento
control en TO, de acuerdo con

un método estandar
internacional o un método
nacional
Enumeracion de | En al menos una unidad de
la microflora | control en TO y otra en Tfinal,
especifica con método estandar
(recomendado) internacional o un método
nacional

En una unidad de alimento
control en TO, de acuerdo con

un método estandar
internacional o un método
nacional
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Especificaciones ISO Comentarios
20976-1 y DT

Determinacion del potencial de crecimiento

Método de calculo Se calcula la concentracion
de Lm en Logl0en TO y en
los 4 siguientes puntos de
muestreo

Férmula para calcular

A= log max- log i

Se calcula la desviacién
estandar en TO

Se determina A para cada
lote

El mayor A calculado es el
potencial de crecimiento

Si A es > a 0.5 log 10, el
alimento favorece el
crecimiento de Lm

Determinacion de la tasa maxima de crecimiento

Método de calculo Se determina la tasa para
cada lote

Con las concentraciones de
Lm expresadas el logl0
ufc/g en cada punto de
muestreo se dibuja la curva
de crecimiento

Se calcula la tasa maxima,
ajustando un modelo
primario a la curva de
crecimiento

Se wusa un modelo de
microbiologia predictiva

Se determina el error
estandar para cada pmax
calculada (1 por lote)

La tasa maxima es la media
de las 3 pmax calculadas
con su desviacion estandar

Extrapolaciéon de | Se extrapola la curva de

resultados crecimiento obtenida a T del
estudio a otras
temperaturas

Se determina el crecimiento
de Lm a un perfil realista de
T/tiempo, hasta el final de
la Vida util del producto
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INFORME DEL

ENSAYO

Especificaciones ISO
20976-1y DT

desafio

Propésito del estudio
y tipo de ensayo de

Validaciéon de la vida dutil:
sobre un Unico producto/
grupo de productos

Comentarios

Identificacion
alimento

del

Nombre

Descripciéon  (composicion,
estructura, tipo envasado,
fotografia)

Vida Gtil  asignada a
producto de nuevo
desarrollo (PND)

Caracteristicas del producto
(fisico-quimicas y
microbioldgicas)

Identificacion de los lotes
estudiados

desafio

Datos del ensayo de

N© de lotes analizados

N©° de unidades / lote

Cepas utilizadas

Preparacion del inéculo

Concentracion del indculo

Preparacion unidades de
test: masa o volumen de las
unidades de test, volumen
de indculo/unidad, tipo de
envasado

Método de contaminacion

Fechas de inoculacién

Nivel de contaminacidn

Duracién del ensayo,
puntos de muestreo

Tas/ tiempos de
almacenamiento y

justificacion

Método de deteccion vy
enumeracion de Lm

Limite de enumeracién Lm

Valores fisico-quimicos en
TO y Tfinal

Métodos utilizados

Composicién atmdsfera de
envasado

Temperatura de la unidad
de control

Concentracion total y de
microflora asociada en TO y
Tfi

Métodos de enumeracion

Calculo de A / lote

Calculo de pmax /lote

Conclusiones
estudio

del

Observaciones sobre
validez de los datos vy
conclusiones

Direccion General de Salud Publica.
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Anexo 10. Ejemp

los de caracteristicas fisico-quimicas

Tabla 10. Valores orientativos de actividad de agua (aw) y pH para distintos alimentos

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID

) > 6,3- . 5,3-
Picada cruda pollo 098 |64 Bacalao hervido 6.1
. > 5,4- .
Picada cruda vacuno 098 |58 Crema de esparragos 6,1
picada cruda cerdo > 5,6- Judias blancas 4,8-
0,98 6,0 guisadas 5,5
Embutidos 4,7- Judias blancas 5,1-
Carnes fermentados 6,2 guisadas con cerdo 5,8
Jamoén cocido 0,96- | 6,3- Lenguado hervido gL
099 6,5 6,9
Jamoén serrano, | 0,85- 6,7-
cecina 0.93 5,9 Merluza asada 6.8
. 0,97- | 6,2- 3,9-
Paté 098 6.4 Patatas en ensalada 4.6
Salchicha cocida tipo 6.2 Pollo guisado con 6,2-
Frankfurt ! tallarines 6,7
Arengque curado 2’; Postre de gelatina 2,6
AITETELE & 4,0 Salsa de aradndanos 2,3
escabeche (cocido)
, > 5,9-
Atun crudo 098 | 6.1 Salsa de curry 6,0
Bacalao crudo 2 6.0 | comidas Sopa de alubias 2,7
098 | 6,1 5,8
Pescados
Caballa cruda 2 >,9- Sopa de carne Grlo=
0,98 | 6,2 6,2
Caviar americano 2’(7)- Sopa de fideos 5,6
Pescado ligeramente | 0,93- Sopa de quisantes 5,7-
salado 0,98 padeg 6,2
0,60- 6,5-
Pescado muy salado 0.85 Sopa de ostras 6.9
. 6,5- 5,0-
Carne de cangrejo 7.0 Sopa de pato 5.7
Crustaceos | Gambas crudas 2 Op(E= Sopa de pollo y fideos 2,5
0,98 | 7,0 pa de polloy 6,5
) 7,1- 6,3-
Langosta cocida 7.4 Sopa de setas 6.7
Almejas crudas 2 R Sopa de pollo y fideos 2,5
098 |71 6,5
Moluscos
Ostras 2 6,3- Sopa de tomate iy
0,98 | 6,7 P 5,2
9,3- Sopa de verduras y 4,7-
G E S 9,6 hortalizas 5,6
Huevos 3.0-
Mayonesa 4’1 Tofu (soja) 7,20
A
> 6,4- e >
Leche entera 0,98 |68 Leche aciddfila 0,98 5
Leche condensada | 0,85- Kéfir, kumis, yakult,
- . 4,0
azucarada 0,93 miru-miru
4,1- Queso tipo
Queso crema 4.8 Camembert 7,4
. Queso fresco p . 0,93-
Lacteos (cottage) 4,5 Lacteos | Queso tipo Gouda 0,98
Quesos de | 0,93- . 5,6-
maduracion corta 0,98 Queso tipo Gruyere 6,6
Quesos muy | 0,60- Queso tipo 5,2-
madurados 0,85 Parmesano 5,3
Queso tipo Cheddar | 0,85- . 4,7-
curado 0,93 5,9 Queso tipo Roquefort 4.8
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Frutas . 5,2-
desecadas 0.90 4,5 Brécol > 0,98 6.0
0,60- 2 : 6,3-
Frutas secas 0.85 Brocoli cocido 6.5
Macedonias > 3,6- | Hortalizas Col 3,1-
0,98 4,0 Brassica fermentada 3,7
Frutas
Mermeladas 3,5 Coliflor cocida o
4,0 6,8
Mermeladas vy | 0,60- Repollo 52 -
confituras 0,85 P 6,8
> 3,5- . 5,0-
Zumos 0,98 55 Calabacin > 0,98 53
Citricos > 3,0- Calabacin 5,7-
0,98 3,5 cocido 6,1
Limones 2 2,2 Calabaza 22
0,98 2,4 Hortalizas 5,5
E’rc:)r:oeslo pUIpzn > 2.9 Cucurbitaceas Melsn 6,13-
Frutas Zumo et £p3 6,58
citricas Zumo de lima 2 2,2 \I:ien[gn:’ltleos = e
0,98 |24 9 7,0
(aceético)
Zumo de | = 2,2- Escarola 5,7-
limones 0,98 2,6 6,0
Zumo de | = 3,0- | Hortalizas . 4,8-
naranja 0,98 4,0 de hoja SR = 028 5,8
. 3,3- Espinaca 6,6-
Albaricoques 48 cocida 7.1
. > 2,8- | Hortalizas 7 4,9-
Ciruelas 0,98 3.0 Leguminosas Judias verdes > 0,98 55
Frutas de | i elas pasas Shy7/s 522?522 >4
hueso P 4,3 Y 5,9
peladas
. > 3,4- Patatas en
Melocotén 0,98 4.2 puré 5,1
Zumo de | 2 3,4- !
cerezas 0,98 36 Patatas fritas <0,60
> 3,4- 4,9-
Manzanas 0,98 | 3,5 | Hortalizas Remolacha 5.8
Frutas de | Manzana asada 3,2- | Raices y | Remolacha 5,2-
pepita con azucar 3,5 tubérculos cocida 6,5
Zumo de | 2 3,3- Zanahorias > 0.98 5,3-
manzana 0,98 3,5 rodajas — 5,6
Frambuesas > 2,9- Zanahorias 5,5-
0,98 3,7 cocidas 6,0
> 3,0- Zanahorias en 4,5-
Fresas 0,98 | 3.9 puré 5.8
> 3,5- Zanahorias en 5,2-
Frutas e 0,98 4,5 ZuUmo 20,98 5,8
pequenas > 3,0- 6,0-
Zarzamoras 0,98 42 Hortalizas Setas > 0,98 6.5
Zumo de | = 2,5- | Setas Setas cocidas 6,0-
arandanos 0,98 2,7 6,2
Zumo de | = - 4,3-
grosellas 0,98 3,0 Pimientos > 0,98 49
Aceitunas 5,9- 4,1-
negras 7,3 Hortalizas Tomates 0,98 4,4
6,2 - | Solanaceas Tomate 0,93- 4,1-
Otras Aguacates 6,5 concentrado 0,98 4,4
frutas ans 6,2- Tomate en 3,9-
Datiles 6.4 Zumo > 0,98 4.4
Pifia triturada, | = 3,2- | Hortalizas 5,4-
en rodajas 0,98 4,1 Tallos FUETEE =g 5,6
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CRITERIOS MICROBIOLOGICOS PARA LISTERIA MONOCYTOGENES

Tabla 11. Criterios microbiolégicos de seguridad alimentaria para Listeria monocytogenes
(Capitulo 1 del Anexo I del Reglamento CE n° 2073/2005)

Plan de
. muestreo Limites (2) &
Categorias 1 :I:;ﬁgi?:o de Fase en la que se

alimentos --uu referencia (3) aplica el criterio

1.1. ALC destinados a
los

Productos
lactantes, 'y ALC | 4, 0 No detectado | pn /150 11290-1 | comercializados
destinados en25g durante su vida Gtil
a usos médicos

especiales (4)

Productos

EN/ISO 11290-2 T
comercializados

1.2. ALC que pueden 100 ufc/g (5)

favorecer (6) durante su vida util
el desarrollo de L.
monocytogenes, que no | 5 0

Antes de que el
alimento haya dejado

No detectado EN/ISO 11290-1 el control inmediato

sean los destinados a los
lactantes ni para usos
médicos especiales

en 259 (7) del explotador de
la empresa alimentaria
que lo ha producido
1.3. ALC que no pueden
favorecer el desarrollo
de L. monocytogenes,
que Productos
no sean los destinadosa | 5 0 100 ufc/g (Eé\I)/ISO 11290-2 comercializados
los lactantes ni para durante su vida util
usos
médicos especiales (4),
(8)
(1) n = nimero de unidades que componen la muestra; ¢ = nimero de muestras que dan valores entre
my M.

(2) Para los puntos 1.1-1.2-1.3 m = M.

(3) Se utilizara la ultima version de la norma.

(4) En circunstancias normales, no se exige realizar pruebas regulares con respecto a este criterio para
los siguientes productos alimenticios listos para el consumo:

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

— frutas y hortalizas frescas, enteras y no transformadas

— pan, galletas y productos similares,

— aguas embotelladas o envasadas, bebidas refrescantes sin alcohol, cerveza, sidra, vino, bebidas
espirituosas y productos similares,

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

— moluscos bivalvos vivos,

— sal de cocina.

(5) Este criterio se aplica si el fabricante puede demostrar, a satisfaccién de la autoridad competente, que
el producto no superara el limite de 100 ufc/g durante su vida Gtil. El explotador podra fijar limites
intermedios durante el proceso que deberian ser lo suficientemente bajos para garantizar que no se supere
el limite de 100 ufc/g al final de la vida util.

(6) Sobre una placa de Petri de 140 mm de didmetro o tres placas de Petri de 90 mm de didmetro se
siembra 1 ml de indculo.

(7) Este criterio se aplica a los productos antes de que hayan abandonado el control inmediato del
explotador de la empresa alimentaria cuando este no pueda demostrar, a satisfaccion de la autoridad
competente, que el producto no superara el limite de 100 ufc/g durante su vida Util.

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

Abuso de temperatura: temperatura mayor que la fijada para el procesado y
almacenamiento al por menor, segun las temperaturas establecidas en las normas
nacionales o en los reglamentos comunitarios, incluyendo las condiciones de
conservacion domésticas razonablemente previsibles. El abuso de temperatura cubre
toda la cadena alimentaria, tomando en consideracién las desviaciones de
temperatura de los expositores refrigeradores de los minoristas, asi como la
conservacion en los hogares.

Actividad de agua (aw): el término se refiere al agua no ligada disponible en el
alimento, y no es lo mismo que el contenido en agua. El agua del alimento que no
esta unida a otras moléculas puede favorecer el crecimiento microbiano. La escala
de la actividad de agua se extiende desde 0 a 1.0 (agua pura), aunque en la mayoria
de los alimentos varia desde 0.2 para los muy secos hasta 0.99 para los alimentos
frescos mas acuosos.

Alimento listo para el consumo (ALC): alimento destinado por el productor o el
fabricante al consumo humano directo, sin necesidad de cocinado u otro tipo de
transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los
microorganismos peligrosos.

Cadena del frio: sistema continuo que proporciona conservacion en frio a los
alimentos perecederos, desde la produccién hasta el consumo.

Cepa de referencia (ISO 11133-1:2000): microorganismos definidos por lo menos,
al nivel de género y especie, catalogados y descritos seguin sus caracteristicas, y
preferiblemente de origen conocido, normalmente obtenidos de una coleccion
nacional o internacional reconocida.

Contenido de sal en la fase acuosa (WPS): porcentaje de sal en la fase acuosa
de un producto.

Higrometria: medicion de la humedad en aire y gas.

Lote: grupo o conjunto de productos identificables, obtenidos por un proceso dado
bajo circunstancias practicamente idénticas y producido en un lugar dado dentro de
un periodo de produccion definido.

Muestra de control alimentario: muestra de control que no se someta a
preparacion y que se utiliza para comprobar la representatividad de la produccién.

Muestreo: procedimiento utilizado para seleccionar una o mas unidades.

Percentil: el percentil x° de un conjunto de valores que divide estos valores de
manera que el x % de los valores se encuentra por debajo y el (100-x) % de los
valores se encuentra por encima. Ejemplos: El 90 % de los valores se sittan en el
percentil noventa o por debajo de él y el 10 %, por encima.

pH: medicién de la acidez o alcalinidad de un alimento; el pH 7 se considera neutro,
por lo que valores menores de 7 se consideran acidos, y los superiores son basicos o
alcalinos.
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Poblacion: grupo o conjunto de unidades que son objeto de una investigacion,
relacionado con un proceso y una receta dada. En la practica, el lote estudiado.

Subpoblacion muestreada: la(s) unidad(es) seleccionada(s), que se suponen
representativas de la poblacion.

Unidad de control: unidad alimenticia idéntica a las unidades de ensayo, pero que
no esté contaminada de forma artificial, ya que solo se inocula con suero fisioldgico
(servira de testigo).

Validar: obtener pruebas de que una medida de control o una combinacion de
medidas de control, si se aplican correctamente, es capaz de controlar el peligro
hasta el nivel especificado.

Verificar: aplicar métodos, procedimientos, pruebas y otras evaluaciones, ademas
del seguimiento, para determinar si una medida de control funciona o ha funcionado
segun lo previsto.

Vida util: periodo de tiempo anterior a la fecha de la “fecha de duracién minima” o
a la “fecha de caducidad”, tal como se define en el articulo 24 del Reglamento (UE)
n° 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre la informacion alimentaria
facilitada al consumidor, que especifica las condiciones del marcado obligatorio de
fechas de los productos alimenticios.
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ACRONIMOS

ALC: alimentos listos para el consumo

APPCC: analisis de peligros y puntos de control criticos
ATCC: American Type Culture Collection- Estados Unidos
CE: Comision Europea

CEN: Centro Europeo de Normalizacién

CECT: Colleccion Espaifiola de Cultivos Tipo- Espafa
CIP: Collection de | "Institut Pasteur- Francia

EFSA: Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety
Authority)

EURL LM: Laboratorio Europeo de Referencia para Listeria monocytogenes

ISO: Organizacion Internacional de Estandarizacién (International Organization for
Standardization)

NCTC: National Collection of Types Cultures- Reino Unido
PCCs: puntos de control criticos

PCH: practicas correctas de higiene

86

Direccién General de Salud Publica.
CONSEJERIA DE SANIDAD. COMUNIDAD DE MADRID



Comunidad Direccion General de Salud Publica
de Madrid | CONSEJERIA SANIDAD




	PORTADA
	Presentación
	Introducción
	Índice

