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RESUMEN

En el perfodo comprendido entre los meses de fe-
brero y noviembre de 1998 se analizaron 8 tipos dife-
rentes de productos cdrnicos comercializados en las 9
provincias de la Comunidad Auténoma de Castilla y
Ledn con la finalidad de estudiar la incidencia de Lis-
teria monocytogenes (175 muestras) y Escherichia coli
O157:H7 (75 muestras).

En el 11,4 % de ias muestras analizadas se aislé

SUMMARY

Between February and November in 1998, 8 ditfe-
rent commercialized meat products were analyzed
among the 9 counties of Castilla y Leon (Spain) to
study the incidence of Listeria monocytogenes (175
samples) and Escherichia coli O157:H7 (75 samples).

In 11,4 % of the samples studied Listeria monocyto-
genes was isolated. The highest levels of contamina-
tion (24 %) were found in mlnced meat from pork and
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Listeria monocytogenes. Los mayores niveles de conta- beef. Lower levels were found in beef hamburger
minacién (24 %) se encontraron en carne picada de (16 %), chicken meat (10 %), fresh sausage (5 %) and
cerdo y de vacuno, observindose valores inferiores en cured chorizo (5 %). This miCroorganism was not iso-
hamburguesa de vacuno (16 %), carne de pollo (10 %), lated in either paté nor luncheon meat. )
salchicha fresca (S %). No se aisl6 este microorganis- Escherichia coli O157:H7 was not found in any of :
mo en patés ni en fiambres. the 75 samples of fresh meat products analyzed: beef :
f No se detecté la presencia de Escherichia coli hamburger and minced meat from pork and beef. =
O157:H7 en ninguna de las 75 muestras de productos 2
carnicos frescos —hamburguesa de vacuno, carne pi- E
kcada de vacuno y carne picada de cerdo— analizadas./ k . / !
INTRODUCCION segundo grupo estd formado por los Existen dos microorganismos patd-
! denominados patégenos emergentes  genos de este tipo a los que se les estd
Las enfermedades transmitidas por o de interés emergente y al que perte- dedicando una especial atencién y son
los alimentos constituyen uno de los necen, entre otros, Vidrio spp., Esche- L. monocytogenes y E. coli O157:H7.
mayores problemas de la Salud Pibli-  richia coli O15TH7T, Listeria mono- L. monocytogenes ha sido aislada en
ca. Entre los distintos agentes etiolégi-  cyrogenes, Yersinia enterocolitica y lugares tan variados’como suelos, ve-
[ cos responsables de las mismas, las  Campylobacter jejuni. getacin, animales terrestres y acudti-
bacterias son los mds importantes. En Sin restar importancia a los patége- cos, aguas superficiales, efluentes de
la actualidad, este grupo de microorga- nos comunes, las Administraciones de  granjas y mataderos, ensilados de pien-
nismos, y en relacién con su papel en  los distintos pafses, los Organismos In-  sos destinados a la alimentacién ani-
In presentacion de infecciones e intoxi-  ternacionales con aspectos de Salud PG-  mal, etc. Existen mds de una decena
caciones alimentarias, se suelen dividir  blica, la industria alimentari4 y los pro- de serotipos, de los cuales, los 4b,
en dos grupos. El primero estd consti-  pios profesionales de la salud estdn  1/2a y 1/2b, son los responsables de la
tuido por lo que se conoce como paté-  preocupados por la aparicién de brotes  mayorfa de los casos y muy significa-
genos comunes o tradicionales y en el ocasionados por la accién de los paté-  tivamente los dos primeros se ven re-
que se incluyen Salmonella spp., Sta-  genos emergentes. Entre las causas res-  lacionados en la transmisién por los
phylococcus aureus, Clostridium botu-  ponsables de la «emergencia» de estos  alimentos.
linum y Clostridium perfringens. Un  agentes destacan los cambios sufridos Existe una gran variedad de alimen-
en los hdbitos alimentarios, en la de- tos implicados en los distintos brotes,
nstitute de Ciencia y Tecnologfa de los mografia, en la tecnologia del procesa-  entre los que .cabe destacar: carne y
Alunentos, Universidad de Leon. of La Sema,  do de los alimentos y cn ¢l propio com-  praductos cdrnicos, leches, queso fres-
AT ndm 36, 24071 Ledn. portamiento de los microorganismos. co, pescado, huevos, vegetales, hela-
ALIMENTARIA, JUNIO 99/71




dos. chocolate, etc. La contaminacidn
de los mismos ocurre a lo fargo de la
produccién o del procesado hasta el
momento de ser consumidos. En este
sentido es muy frecuente fa recontami-
nacién del producto en el mismo pro-
ceso de comercializacion.

Dada la importancia de la listeriosis
se ha estudiado profundamente la in-
cidencia de L. monocytogenes en
distintos alimentos en el mundo, po-
niéndose en evidencia que éste micro-
organismo estd presente en NUMErosos
alimentos. La mayoria contiene menos
de 2 log,, ufc/g, aunque en algunos
casos la contaminacién puede superar
los 5 log,, ufc/g.

En el caso concreto de Espaiia, Be-
nezet y col. {1993), Maiieru y Garcia-
Jalén (1995), Sinchez y col. (1998) y
Vitas y col. (1998) han estudiado la
presencia de L. monocytogenes en car-
ne y varios productos cdrnicos de di-
versa procedencia. Ademds otros auto-
res espafioles han investigado Ila
prevalencia de éste microorganismo en
productos cdrnicos concretos: De Si-
mon y col. (1992) —carnes picadas—,
Encinas y col. (1993) —chorizo—, La-
farga y col. (1994) —fiambres y pa-
(és—, Bustamante y col. (1997) —sal-
chichas frescas— y Gomar y col.
{1998) —carnes picadas y elaborados
cirnicos frescos—. Los niveles de con-
taminacién por L. monocytogenes
puestos de manifiesto en carne y pro-
ductos cérnicos por los distintos inves-
tigadores son muy variables, depen-
diendo fundamentalmente del tipo de
producto cirnico, localizacién geogri-
fica. metodologia analitica empleada,
cte. La presencia de este microorganis-
mo patégeno varia entre el 0 y el
90 %, con un.mayor grado de contami-
nacion en los productos cdrnicos fres-
cos que en los crudo-curados o coci-
dos-curados.

Escherichia coli es un microorganis-
mo que forma parte de la flora normal
Jdel tracto intestinal del hombre y de
los animales de sangre caliente. Aun-
que la mayoria de las cepas son ba-
nales, unas pocas causan sindromes
diarreicos. Se agrupan en cuatro cate-
corias: E. coli enteropatégeno (ECEP),
E. coli enteroinvasivo (ECED, E. coli
enterotoxigénico (ECET) y E. coli en-
terohemorrdgico ECEH).

Al conjunto de serotipos de E. coli
cnterohemorrigicos capaces de produ-
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cir verotoxinas s¢ ¢ conoce moderna-
mente con la terminologia ECVT (E.
coli  verotoxigénicos). Dentro de cste
grupo sc incluye ¢l scrotipo denomina-
do E.coli O157:H7, que fue por prime-
ra vez reconocido como patdgeno para
¢l hombre en 1982 en los Estados Uni-

dos, en el que se le relaciond con dos |

brotes de colitis hemorragica que tu-
vieron lugar en los estados de Oregén
y Michigan por el consumo de ham-
burguesas.

Los principales brotes han apareci-
do en diversos pafses del mundo por el
consumo de hamburguesas y carne pi-
cada de vacuno, aunque también se
han visto implicados alimentos tan di-
versos como los embutidos fermenta-
dos, leche cruda y pasteurizada, sidra,
zumo de manzana, mahonesa, yogur,
etc. También el agua y la contamina-
cion persona-persona han sido el ori-
gen de diferentes brotes.

Segin Blanco y col. (1998), los
ECVT han provocado en Espafia cua-
tro brotes: tres por E. coli OI157:H7
(Ibiza, Mallorca y Fuerteventura) y
otro por el serotipo Ol11:H en el Pais
Vasco.

La incidencia de E. coli O157:H7
en diferentes tipos de carnes, rara vez
supera el 5 %. En Espafia, Benezer y
col. (1995) observaron niveles de con-
taminacion del 2,6 % en carne picada
de vacuno y del 2 % en carne picada
de cerdo. Blanco y col. (1998) en car-
ne de vacuno y durante el afio 97, solo
aislaron una cepa perteneciente a éste
serotipo en 95 muestras estudiadas,
aunque observaron una prevalencia del
11 % de ECVT no-O157. Por otra par-
te, Bustamante y col. (1997) en 211
muestras de diversos alimentos, entre
ellos salchicha fresca, procedente del
municipio de Bilbao no detectaron la
presencia de E. coli O157:H7.

En cuanto a la dosis infectiva mini-
ma, algunos estudios han demostrado
que los alimentos que se ven directa-
mentg implicados en brétes causados
por E. coli O157:H7 pueden contener
menos de 10 bacterias por gramo de
alimento. Por ello, teniendo en cuenta
que la presencia de 1 bacteria por gra-
mo de alimento representa de por si un
grave riesgo de infeccidn, se piensa
que en un futuro préximo, la tendencia
sea a legislar en el sentido de ausencia
de E. coli O157:H7 en 25 g de ali-
mento, tal y como ya succde con otros

microorganismos como, por cjemplo,
Salmonella.

El objetivo del presente trabajo es
determinar fa tncidencia de L. monocvio-
genes y E. coli Q157:07 en came y pro-
ductos carnicos comercializados en el
imbito territorial de Castilla y Leon.

MATERIAL Y METODOS
Muestras

El presente estudio, se llevé a cabo
sobre ocho tipos de productos cirnicos
diferentes (tabla 1), representativos de
los grupos mds importantes (frescos,
crudos-curados y curados-cocidos.

El nimero de muestras tomadas en
distintas poblaciones de 1a Comunidad
auténoma de Castilla y Ledn fue de
175. La distribucién de muestras por
provincias se realizé de acuerdo con el
volumen de poblacién. En cada una de
las muestras se realizaron los andlisis
recesarios para la identificacién de L.
monocytogenes.En el caso de E. coli
O157:H7, los anilisis se llevaron a
cabo en 75 muestras de carne picada
de vacuno, carne picada de cerdo y
hamburguesas en los que también se
determind L. monocytogenes.

Las muestras fueron tomadas por los
Servicios Veterinarios Oficiales de Sa-
fud Pidblica de la Consejeria de Sani-
dad y Bienestar Social de la Junta de

TABLA 1

Muestras de productos cirnicos
objeto de estudio

Listena  Eschericina
monocyto- col
genes 01537 H7
Productos cirnicos frescos
Carne picada de vacuno 25 25
Carne picada de cerdo 25 25
Hamburguesa 25 25
Carne de pollo 25 -
Salchicha fresca 25 -

Productos carnicos crudos-curados
Chorizo 20 -

Productos carnicos curados-cocidos

Paté de corte 20 -
Fiambre 20 -
Total (75 75
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Castilla y Ledn en 175 establecimien-
tos de venta diferentes, desde el mes
dec febrero al de noviembre de 1998.
Las muestras, 250 g de cada producto,
se 1ntrodujeron —sin modificar el en-
vase o envoltorio suministrado por el
propio establecimiento— en una bolsa
precintada y se mantuvieron en refri-
geracion hasta su llegada —siempre en
el mismo dia de la toma— al labora-
torio del Instituto de Ciencia y Tecno-
logia de los Alimentos de la Universi-
dad de Leén.

Determinacién de Listeria

La técnica utilizada para el aisla-
miento de L. monocytogenes, estd ba-
sada fundamentalmente en el método
recomendado por el USDA/FSIS (Uni-
ted States Department of Agriculture/
Food Safety Inspection Service), al ca-
recer nuestro pais de método oficial de
andlisis.

El proceso de aislamiento e identifi-
cacién se llevé a cabo del siguiente
modo (fig. 1).

25 g de muestra + 225 ml de caldo UVM-I
Incubacién a 30 °C durante 7 dias

K

0,1 ml en 10 ml de caldo UVM-1I
Incubacion a 35 °C durante 24 horas

v
0,1 mly aislamiento en agar PALCAM
Incubacién a 37 °C durante 48 horas

v

Colonias sospechosas
Sembrar en agar TSA-YE
Incubacidn a 37 °C durante 24 horas

Identificacién
Gram, Catalasa, Oxidasa, Movilidad...

Galeria API-Listeria

Fig. 1. Determinaciin de Listeria.

Preenriquecimiento

Se tomaron 25 gramos de muestra y
se afadieron a 225 ml de caldo UVM-
[ (Merk), homogeneizdndose posterior-
mente en un Stomacher durante 120
segundos. El homogeneizado se incu-
b6 durante 7 dias a 30°C. La utiliza-
cién de 7 dias en el preenriquecimien-
to Ia consideramos apropiada a la vista

de distintos cstudios que demuestran
un indice de recuperacion mis elevado
(a veces préximo al 50 %) que en la
incubacién durante 48 horas,

Enrigquecimiento

Se tom6 0,1 ml del caldo anterior y
se sembré en 10 ml de caldo UVM-II
(Merk), incubdndose a 35°C durante
24 horas.

Aislamiento

Siendo a nuestro entender mds selec-
tivo el agar PALCAM (Merk) que otros
comercializados, se realizé el aislamien-
to en éste medio a partir del caldo
UVM-II y dejéndolo en incubacién a
37 °C durante 48 horas. Las colonias
sospechosas se identificaron por su mor-
fologfa (algo abultadas y con una espe-
cie de «criter» en su interior) y color
{marrén oscuro-negro que se extiende
alrededor de la colonia por hidrélisis de
la esculina presente en el medio).

Identificacion

Las colonias sospechosas se sembra-
ron en placas de agar TSA suplemen-
tado con un 0,6 % de extracto de leva-
dura (TSA-YE) (TSA, Oxoid; Extracto
de Levadura, Merk) y se procedié a
incubar durante 24 horas a 37 °C. Tras
realizar las pruebas cldsicas de la cata-
lasa, oxidasa, movilidad a 25°C en
agar SIM y tincién de Gram, aquellas
colonias compatibles con el perfil.-ge-
nérico de Listeria spp.se identifican
mediante el sistema de galerias API-
Listeria (bioMérieux), siguiendo el
protocolo recomendado por la casa co-
mercial.

‘Determinacién de E. Coli 0150:H7

Para el aislamiento y posterior iden-
tificacién del serotipo E. coli O157:H7
se procedié del modo siguiente (fig. 2).
Enriquecimiento

Se tomaron 25 g de muestra y se
afiadieron a 225 ml de caldo de enri-

M
25 g de muestra + 225 ml de caldo mEC + n l
Incubacion a 37 °C durante 24 horas |

L4

Aislamiento en agar CT-SMAC
Incubacion a 37 °C durante 24 horas

'S
Colonias sorbitol-negativas
Sembrar en Fluorocult-EC

Incubacion a 37 °C durante 24 horas

—

Colonias no fluorescentes a luz UV
Identificacion con Singlepath (GLISA)

Fig. 2. Determinaciion de E. Coli O157-H7

quecimiento mEC + a (Merk). Se ho-
mogeneizé en un Stomacher durante
120 segundos. El homogeneizado se
incubd durante 24 horas a 37 °C.

Aislamiento

Para esta fase se eligi6 el agar CT-
SMAC (Merk), que es un agar Mac-
Conkey sorbitol al que se le ha adicio-
nado telurito y cefixima, medio en el
cual es capaz de crecer sin dificultad
el microorganismo objeto de estudio.
Se sembraron las placas con | ml del
caldo anterior y se procedié a incubar
durante 24 hoas a 37 "C. Se aislaron §
colonias sorbitol negativas que se sem-
braron en Fluorocult EC (Merk) vy se
incubaron durante 24 horas a 37 "C.

Identificacion

Las colonias que no presentaron
fluorescencia a la luz ultravioleta
(MUG negetiva), se sometieron para su
idetificacidn definitiva a una técnica de
inmunoensayo. Para ello se ha usado
el test Singlepath (también denomina-
do GLISA) (Merk), que contiene un
anticuerpo marcado con oro coloidal
especifico frente a E. coli O157:H7.

RESULTADOS

Los niveles de contaminacién con
Listeria en los productos cirnicos obje-
to de estudio se recogen en la tabla 2.
Se detectd la presencia de Listeria spp.
en 71 de las |75 muestras analizadas,
lo que supone una presencia de este
género bacteriano del 40,5 %. De ellas,
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TABLA 2

Incidencia de Listeria en los distintos cirnicos objeto de estudio

en Castilla y Leén

Muestra Livterta Listeria Losterus ' Listeria Liveite Livter
\pp monocylogenes wehdimeri mnocud Lt wanan
Productos cdrnicos frescos
Picada de Vacuno 25 18 (72 %) 6 (24 %) 6 (24 %) 4 (16 %) I {34 %) 1 (4 %)
Picada de Cerdo 25 18 (72 %) 6 (24 %) 11 {44 %) (4 %) 0 0
Hamburguesa 25 12 (48 %) 4 (16 %) 5 (20 %) 2 (8 %) 1 (4%) 0
Carne de Pollo 20 6 (30 %) 2 (10 %) 3(15%) I (5 %) 0 0
Salchicha Fresca 20 9 (45 %) 1 (S %) 2(10%) 4 (20 %) 2(10 %) 0
Subtotal 115 63 (54,7 %) 19 (16,5%) 27 (23,5%) 12 (104 %) 4 (3,5 %) 10,9 %)
Productos cirnicos crudos-curados
Chorizo Curado 20 35%) 1 (5 %) 1 {5 %) I (5%) 0 4]
Productos cérnicos cocidos-curados
Paté de Corte 20 2(10%) 4] 2 (10 %) 0 0 0
Fiambre 20 3(5%) 0 3(I5%) 0 0 0
Subtotal 40 5 (12,5 %) 0 5 (12,5 %) 0 0 0
Total 178 71 (40,5%) 20(11,4%) 33 (188 %) 13 (7,4 %) 4 (2,2 %) 1 (0,5 %)

20 correspondieron a L. monocytoge-
nes, lo que representa un 11,4 % del
total. En el resto de las muestras po-
sitivas se aislaron: L. welshimeri (33
aislamientos; 18,8 %), L. innocua (13
aislamientos; 7,4 %), L. grayi (4 aisla-
mientos; 2,2 %) y L. ivanovii (1 aisla-
miento; 0,5 %). Estos resultados ponen
de manifiesto una relativa baja inciden-
cia de L. monocytogenes en los pro-
ductos cérnicos analizados. Por el con-
trario la presencia de Listeria spp se
puede considerar como elevada, po-
niéndose en evidencia una vez mids la
amplia distribucién de éste género en
la naturaleza y la facilidad con la que
los alimentos pueden contaminarse.
La comparacidn de nuestros resulta-
dos, para el conjunto de productos cér-
nicos, cofi los observados por otros
autores es realmente dificil habida
cuenta de la diferencia no solo en los
tipos de productos analizados sino tam-
bién en los métodos de aislamiento e
identificacién seguidos. La presencit
de L. monocytogenes observada en
nuestras muestras es muy similar a la
citada por Maferu y Garcia-Jalén
(1995) y Sanchez y col. (1998), y lige-
ramente inferior a la descrita por Be-
nezet y col. (1993), también en diver-
sos productos cdrnicos elaborados en
Espafia. Conviene resaltar el predomi-
nio en nuestro caso de L. welshinieri
entre las listerias no patégenas, cuando
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en la mayoria de los estudios es L.
innocua  la predominante. Desconoce-
mos cual puede ser la razdn de éste
hecho.

Los productos cérnicos frescos en su
conjunto son el grupo mds contamina-
do, tanto en lo que se refiere a Listeria
spp. (54,7 %) como a Listeria mono-
cytogenes (16,5 %). Los mayores nive-
les se han encontrado en carne picada
de vacuno y de cerdo (72 % de Liste-
ria spp.; 24 % de L. monocytogenes).
La carne picada de vacuno presenta un
nivel de contaminacién con L. mono-
cytogenes superior al observado por
Maifieru y Garcia-Jalén (1995) y De
Simén y col. (1992), mientras que en
la carne picada de cerdo, es similar al
indicado por Maifieru y Garcia-Jalén
(1995) y Vitas y col. (1998).

La prevalencia de L. monocytogenes
en hamburguesas es inferior a la que
cabria esperar teniendo en cuenta las -
tasas observadas en la carne de vacu-
no. Probablemente la razdn de éste he-
cho radique en la utilizacién de deter-
minados aditivos y/o especias con
poder antimicrobiano. Algo similar
ocurre en las salchichas frescas, donde
por el tipo de ingredientes utilizados
es previsible un alto nivel de contami-
nacién, sin embargo, la utilizacién de
diversos tipos de aditivos puede inhi-
bir el desarrollo microbiano. Las cifras
observadas por nosotros son inferiores

a las obtenidas por Bustamante y col.
(1997) y Benezet y col. (1993).

La escasa presencia de L. monocyto-
genes en la carne de polio (10 %) pue-
de deberse a que la muestra utilizada
en nuestro caso —pechuga- estaba des-
provista de piel y ademds se trataba de
carne sin picar. A pesar de este hecho
los valores observados son solo ligera-
metite inferiores a los descritos por De
Simén y col. (1992) y Maiieru y Gar-
cia-Jalon (1995).

La existencia de L. monocytogenes
en chorizo a niveles similares a los
descritos en este producto por Encinas
(1993), y Benezet ¥ col. (1993), es
realmente preocupante habida cuenta
de su consumo en crudo.

No se ha detectado la existencia de
L. monocytogenes en los productos cu-
rados-cocidos analizados, al igual que
ha observado Benezet y col. (1993).
Sin embargo, otros autores espaiioles

. (Lafarga y col., 1994; Maidieru vy Gar-

cia-Jalén, 1995; De Simén y col.,
1992) y extranjeros (Farber y Daley,
1994; McLauchlin y Gilbert, 1992),
han puesto en evidencia la presencia
de éste microorganismo en ocasiones
en niveles importantes. En fa mayoria
de las ocasiones y cuando se trata de
productos vendidos en lonchas o «al
corte» se responsabiliza a una conta-
minacién cruzada ocasionada por las
cortadoras, cuchillos. etc.



Pese a que los productos cdrnicos
frescos constituyen el grupo donde ma-
yor presencia de L. monocytogenes se
ha detectado en nuestro estudio, no son
en principio los mds peligrosos ya que
la mayoria sufrirdn un tratamiento tér-
mico durante su preparacién culinaria
en los establecimientos de restauracién
o en el propio hogar. Mis peligro re-
presentan los productos frescos que van
a ser utilizados como materia prima
para elaborar productos cdrnicos en los
que el tratamientc tecnolégico puede
que no sea suficiente para reducir el
riesgo. En este sentido, pueden resultar
particularmente peligrosos los embuti-
dos crudos-curados, elaborados en mu-
chos casos a nivel artesanal (como ocu-
rre en nuestra Comunidad Auténoma)
sin un adecuado control del proceso de
fermentacién y deshidratacién.

Otros productos peligrosos son los
curados-cocidos, responsables de di-
versos brotes de listeriosis, que pese a
sufrir un tratamiento térmico suficien-
te durante su elaboracién pueden con-
taminarse después del procesado a par-
tir del equipo, manipuladores o medio
ambiente, fundamentalmente durante
su loncheado o porcionado.

En ninguna de las 75 muestras ana-
lizadas se detectd la presencia de Es-
cherichia coli O157:H7 (tabla 3). Este
resultado viene a confirmar la baja pre-
valencia que éste microorganismo tiene
en carnes y productos cdrnicos, no solo
en nuestra Comunidad Auténoma sino
en el resto de Espaiia. Asf, podemos ci-
tar ¢l estudio realizado por Bustamante
y col. (1997) en el que en 211 muestras
de distintos alimentos, entre los que se
incluyen salchichas frescas, tampoco se
detect$ ninguna cepa enterohemorragica.
En otros trabajos se sefialan cifras de
incidencia entorno al 2,5 % en carnes de
vacuno y de cerdo (Benezet y col. 1995
y Blanco y col. 1998.

TABLA 3

Incidencia de Escherichia coli
0157:H7 en carne y productos
carnicos frescos en la Comunidad
Auténoma de Castilla y Leén

Nimero de Exchericdna
muestras  colt O15T-H7
Carne picada de
vacuno 25 0
Carne picada de
cerdo 25 0
Hamburguesa de
vacuno 25 [
Totai 75 0

Esta baja incidencia no significa que
haya que descuidar las medidas de pre-
vencién y vigilancia, ya que en cual-
quier momento se puede presentar un
brote de la enfermedad que, tal y como
hemos sefialado anteriormente, es de
una gran importancia sanitaria.
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