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Linea de investigacion:
Evaluacion y control de riesgos biolégicos vehiculados por los alimentos
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Evaluacion y control de Listeria monocytogenes en la industria carnica

Proyectos de investigacion

Contribucion al estudio de la presencia de Listeria monocytogenes en
alimentos de origen animal. DGA

Estudio del comportamiento de Listeria monocytogenes a bajas
temperaturas (4°y 10°C) y evaluacion del efecto de la congelaciéon (7 dias a
-18°C) y posterior almacenamiento a bajas temperaturas en excipiente
artificial y sustrato alimenticio. Universidad de Zaragoza.

Productos carnicos para el siglo XXI. seguros, nutritivos y saludables.
Subproyecto Incidencia, prevalencia y deteccién de L. monocytogenes por
técnicas rapidas en la industria carnica y productos carnicos LPC. Proyecto
Consolider- Carnisenusa CSD2007-016. Programa Consolider-Ingenio 2010,
MINECO.

Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamon y desarrollo de

métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes. Proyecto
INNPACTO ipt-2012-0189-060000. MINECO.

Disefio de estrategias aplicadas a la industria carnica para el control de
Listeria monocytogenes durante el proceso de elaboracién de productos
con carne de cerdo y derivados. Proyecto IDI-20210675 / IDI-20210676. CDTI




Listeria monocytogenes

Listeriosis humana: enfermedad infecciosa grave
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2010 2015 2019
EFSA / ECDC (2020): EFSA / ECDC (2021):

2621 casos confirmados en 2019 1876 casos confirmados en 2020

20 brotes: 748 casos 9 brotes: 120 casos

83 hospitalizaciones

Espana (3 brotes)
17 fallecimientos

e 225 casos
* 131 hospitalizaciones
« 3 fallecimientos



Listeria monocytogenes

RASFF (2020): Food and Feed Safety Alerts

129 notificaciones Listeria monocytogenes

« 32: pescado y productos de la pesca
* 31: carne y productos carnicos

» 25: leche y productos lacteos

« 21: carne de pollo y derivados

SCIRI (2020): Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de Informacion

128 notificaciones peligros biolégicos
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Listeria monocytogenes

> Alimentos "Listos para el Consumo” (LPC)

» Listeria monocytogenes
« Ubicuo

* Psicrotrofo

* Biofilm

» Problema importante industrias alimentarias




Criterios microbioldgicos en alimentos LPC

Union Europea: Reglamento CE n° 2073/2005

Favorece el n=5 <100 ufc/g EN/ISO Producjcos.
desarrollo de L. 11290.9 | comercializados
monocytogenes c=0 durante su vida util
No detectado/ 25g .
Antes de dejar el
ENISO | control de la empresa
11290-1 . .
alimentaria
No favorece el n=5 <100 ufc/g EN/ISO | Productos
desarrollo de L. | c=0 11290-2 | comercializados
monocytogenes durante su vida tutil
pH <4,4 0 aw < 0,92
pH<5,0y aw <0,94
Vida util < 5 dias

meeesssssmmmm)  Aceptabilidad de un lote

EEUU: ausencia/ 25¢




Criterios microbioldgicos superficies procesado

Unién Europea: Reglamento CE n° 2073/2005

Los explotadores de las empresas alimentarias (alimentos LPC):

» Tomar muestras de las zonas y el equipo de produccién, como parte
de su plan de muestreo

= Detectar la posible presencia de dicha bacteria

EEUU: no detectado/ superficies



Exportacion: Alimentos LPC

Unién Europea:

europa.eu

. Paises miembros de la Unién Europea (2014)

Problema importante
Industria alimentaria
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hitp://europa.eu/about-eu/countries/index_es.htm




Objetivos cientificos

Metodologias

% Métodos de analisis rapidos para el
control de Listeria monocytogenes en la

industria alimentaria

+» Métodos moleculares basados en
PCR

la

Evaluacion del riesgo

s Deteccidbn de reservorios en
lineas de procesado

s Diseno de estrategias para el
control de L. monocytogenes en
la industria




*» Métodos de analisis rapidos para el control de Listeria

monocytogenes en la industria alimentaria




Validacion de la Impedanciometria

A. Ensayos cultivo puro de 6 cepas de Listeria spp

« R2>0,91

o Bac-Trac (SY-LAB)
 Elevada sensibilidad: 1 ufc
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C. L. momocytogenes 64 standard corve.
y=-04549x + 92645 R*=0.99

B. Ensayos en matriz alimentaria: jamon curado

- Inclusividad-exclusividad %

« Especificidad relativa: 100% Impedanciometria
« Sensibilidad relativa: 100% VS
« Eficacia relativa: 100% 1ISO 11290-1

* Nivel de deteccién relativa: <1 ufc/25 g jamon



Impedanciometria

Ventajas Industria Alimentaria

-

Analisis simultaneo: 64 muestras
Resultados negativos: 2 dias (screening)
Deteccidon L. monocytogenes: 3 dias
Reduccion tiempo hasta 4 dias vs ISO 11290-1

\-




++ Métodos moleculares basados en la PCR




PCR a tiempo real

Cuantificacion de L. monocytogenes

(Linealidad: R2=0,9875 \

* Rango lineal: 5 érdenes de magnitud

100,4 %

+ Eficiencia:
« LOD

30,1 * 6,2 ufc/g
« LOQ

-\Exactitud relativa: 95-105 %
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Validacion

/

Perfil genético de RAM

\

Tetraciclinas: tet A tetB
Lincosamidas: InuA, InuB
Macrolidos:

MLSg: ermA, ermB

\_ J

Resistencia a biocidas

mefA, msrA

4 Amonios cuaternarios
Peroxido de hidrogeno
Acido peraceético

\. Clorados y

National Food Institute Research
Technical University of Denmark (DTU)



Subtipos moleculares

Secuenciacion genoma completo
(WGS)

Secuenciacion de multiples genes

STy VT (MLST/ MVLST)

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE)

. PCR multiplex
Serotipo 5

Pulsotipos



C 2 u
** Serotipado Alimentos/plantas procesado

= 13 Serotipos. Mas frecuentes (95%):@ 1/2 c,

= PCR multiplex Listeriosis humana
Grupo lla: serotipos 1/2a y 3a
Grupo llb: serotipos 1/2b, 3by 7 Serotipo 4h

Grupo llc: serotipos 1/2c y 3c
Grupo IVb: serotipos 4b, 4d y 4e

Herramienta

O

 ldentificar brotes epidémicos

 Prevencidn brotes: control contaminacion durante la produccion/
distribucion de alimentos



“* Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

= Método de referencia (Gold Standard):

- Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de EEUU
- PulseNet International (http://www.pulsenetinternational.org)

Digestion DNA Analisis bandas Dendrqg.rama

endonucleasas de restriccion
Ascl, Apal

)

Rl

UPGMA
Indice de similitud Dice

Pulsotipo = cepa

Base datos europea (EURL Lm DB) TRl RE Sl (Ere

 Deteccidn de reservorios
Vigilancia epidemiolédgica * Diversidad genetica



* Secuencias de miultiples genes y genes de virulencia (MLST / MVLST)

Tipo de secuencia ST
abcz .
Secuenciacion bglA E;: Complejo Clonal CC
genes Cat |pkA
conservados dapE H
:; Analisis filogenético
Cepa :> L L Minimum spanning
GAT ARATCTGGTCTTATTTCC tree
Secuenciacion prfA  dal ﬂ
genes de inlB  clpP
virulencia nic  lisR

Tipo de secuencia VT

Clon epidémico

Base de datos Conocer su implicacion en brotes epidémicos
Instituto Pasteur E:>

http:/lwww.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/Lmono.htm

Comparar con otras industrias /alimentos




*» Deteccion de reservorios en lineas de procesado




s Deteccidén de reservorios de L. monocytogenes en la industria alimentaria

Persistencia

L. monocytogenes
Industria alimentaria

Formacion de Adaptacion a

biofilm

desinfectantes

Ubicuidad

Cepas esporadicas: introduccion en la
planta / destruidas por los procesos de
L+D

Cepas persistentes: identificadas
repetidamente en los analisis de
superficies, durante meses e incluso

durante anos

Contaminacién alimentos (LPC)




s Deteccidén de reservorios de L. monocytogenes en la industria alimentaria

Seleccién de muestras (en funcion el RIESGO)
> Alimentos

» Materias primas
* Producto elaborado

> Ambientales

» Superficies de contacto / no contacto
Analisis microbiolégico

» Deteccion de Listeria spp y L.monocytogenes
« Aislados

Caracterizacion molecular

» Subtipos moleculares




s Deteccidén de reservorios de L. monocytogenes en la industria alimentaria

4 )

Patrones de persistencia de L. monocytogenes en la industria

Identificar los reservorios en plantas de procesado

\_ J

Estrategias de control
eficaces

i Eliminacion de la contaminacion !



[ Ejemplo]

Deteccion de reservorios de L. monocytogenes

Proceso de loncheado y envasado de jamon curado




Muestras

Detectado /25 g
3,3%

» Jamoén curado loncheado n=190 (5 muestras/lote)

—

» Superficies contacto n=284

Deteccion Listeria spp.: 36%
Deteccion L. monocytogenes: 9,2%

Zona Deshuesado Zona Loncheado
13 zonas n=150 9 zonas n=134
Presencia L. monocytogenes 22 (12%)* 4 (3,7%)
Limpias Sucias
Presencia L. monocytogenes 16 (10,7%) @ 10 (7,5%)

Deshuesado (>%) *

* Diferencia significativas (p < 0,05)

25 aislados L. monocytogenes

a No diferencia significativas (p = 0,05)




% aislados total

100 -
90 -
80 -
70 A
60 -

40 ~
30
20 -
10 -

Jamon curado

50%

25% 25%
1/2b 1/2c

Serotipo molecular

n=4

Serotipos

% aislados total

100 -
90 -
80 -
70 1
60 -
50 -
40 ~
30
20 -
10 -

Superficies

90,5%

4,75%
.

1/2b
Serotipo molecular

n= 21

4,75%
|

1/2c



PFGE-Apal
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184
=99
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Pulsotipos

Pulsotipo D Zona  Estado Fuente Dia  Serotipo
I st VRUG Destesado Sico Cinaaiouadarit 2015052 [T
B 54007 | 12
W« 6 PU'SOtipOS 51109 | 112
21 112a
S2-1 UMY v 112a
i . $2:4_UZLMUS _Deshuesado _ Limpia _Desqubiadora 2015:05.26 1 112
i | Sa1 L7 LMLLQ MGHH&HQQ 201RNR.28 B 1021
Pulsotipo S2-1
Persistente
Predominante
~Z UCTWUU— JESTUESa0  Oucid  WONEauora UT505-20
0 83 UZIMU20 Deshuesado Limpia Cintaartiuiadan®2 20151109 | 1l2a
I 83 UZLMU22 Deshuesado Sucia  Cinfaarticuladan®2 20151109 | 1/2a
I 83 UZLMU24 Deshuesado Sucia ~ Cintaarficuladan®t  2015-11-09 | 1/2a
B sz Jamén curado 7 m Lote 13 fhe
l 4 UZLMU19 Deshuesado Limpia Cintaarticuladan®3 20151109 |_12c
I S5 UZLMU11 Deshuesado Sucia  Cintaarticuladan®®  2015-06-23 | 1/20
M os5 uzmu1s Jamon curado 10 mLote 15 - | 1/2b

Jedy-3944

Cluster 1

Cluster 2



n? de aislados

51@

S22 S3
Pulsotipos

Pulsotipos

Jamon curado

B Zona loncheado

M Zona deshuesado

1 1
1
$4 S5

aislados

n2de

13 -
12 -
11 -
10 -
9 - 3
8 _
7 _
g - Sucia
4 - M Limpia
3 _
21 2 2
;) ' ® 1 1
51 @ $22 3 S4 S5
Pulsotipos
o
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V194
S2-1 121 121 VT94
S2-2 1442 121 VT94
S3 9 9 VT11
S4 14 14 VT107
S5 3 3 VT14 ECVIII
0 ss ]
1727.00
o 1367.00 Brote producto lacteo
S4 EEUU
1086.00 52.00
S3

I uz-LlMu 20

Minimum spanning trée



Ejemplo

Deteccion de reservorios de L. monocytogenes

Proceso de elaboracion productos carnicos LPC

11 superficies
20 productos RTE

31 aislados




Informacion de los aislados (nh= 31)

9 Secuencias tipo

ST1, ST3, ST8, ST9, ST11, ST31, ST87,
ST121, ST155

Pulsotipos 12 pulsotipos

1/2a: 15 aislados

_ 1/2b: 7 aislados
Serotipos 1/2c: 8 aislados
4b: 1 aislado




Distribucion pulsotipos por industrias
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% Deteccidén de reservorios de L. monocytogenes

Resistencia de L. monocytogenes a biocidas

BIOFILMS

Limpieza insuficiente previa a la desinfeccion

Humedad excesiva de las superficies

Aclarado insuficiente tras la desinfeccion

Dosis inadecuada desinfectantes

Exposicion a concentraciones subletales de desinfectantes

¥

Adaptacion fenotipica a desinfectantes

Adquisicion genética de mecanismos de resistencia:
biocidas, RAM




Resistencia de L. monocytogenes a biocidas

4 )

¢ Cualquier cepa puede persistir en un “nicho”

*» Las cepas resistentes pueden contribuir a la persistencia

ké La persistencia puede favorecer la adquisicion de resistencia

/

Necesidad de identificar y controlar la persistencia:
implicacidn de la persistencia en brotes



*Diseno de estrategias para el control de

L. monocytogenes en la industria




Flujos procesos de
produccion

A

Diseino higiénico Mantenimiento y diseifo
lineas productivas de equipos

s /

Plan de autocontrol

Formacion de
personal Control cadena

del frio

\ 4

Plan de Limpieza y desinfeccion
Ensayo in situ desinfectantes




Conclusiones

*Generacidon de conocimiento cientifico para la
evaluacion del riesgo de listeriosis por consumo
de alimentos

**Mejora del APPCC en la industria alimentaria para
el control de Listerila monocytogenes en el
procesado
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