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RESUMEN

En el reglamento CE N° 2073/2005 relativo a los criterios microbiologicos aplicables a
los productos alimenticios, se establecen unos criterios sobre la Listeria monocytogenes
en los alimentos listos para el consumo (RTE) para poder catalogar el producto segun
pueda o no favorecer el crecimiento de la L. monocytogenes. Dicho reglamento establece
que, las industrias responsables de la fabricacion de productos RTE realizaran estudios
en relacion con lo dispuesto en el anexo Il del ya mencionado Reglamento, con méas
hincapié en los que puedan permitir el desarrollo de L. monocytogenes y puedan suponer
un riesgo para la salud pablica. Estos estudios se denominan Challenge Test, ya que pone
a prueba al microorganismo en el producto que se quiera evaluar su crecimiento.
Concretamente en este estudio, se evalud el crecimiento de un mix de dos cepas de L.
monocytogenes mediante un Challenge Test en jamén cocido con su microbiota natural y
en condiciones de competencia con microorganismos alterantes resultado de la
contaminacion con 15 carnes picadas de diferentes carnicerias de distintos dias, siendo

almacenado durante 7 dias a 7°C.

Tras 7 dias de estudio se obtuvieron diferencias significativas en el crecimiento de L.
monocytogenes en las muestras contaminadas respecto al crecimiento observado en las
muestras control, apuntando al posible efecto de la flora acompafante en el
enlentecimiento del crecimiento, sin alteracion aparente del pH a lo largo del estudio.



ABSTRACT

Regulation EC No. 2073/2005 on microbiological criteria for food products establishes
criteria for Listeria monocytogenes in ready-to-eat products (RTE) to enable the product
to be categorized according to whether or not it may promote the growth of L.
monocytogenes. That Regulation provides that the industries responsible for the
manufacture of RTE products are to carry out studies in relation to the requirements of
Annex Il to the abovementioned Regulation, with particular emphasis on those which
may allow the development of L. monocytogenes and may suppose a risk to public health.
These studies are called Challenge Test, as they challenge the microorganism in the
product to be tevaluated its growth. Specifically, in this study, the growth of a mix of two
strains of L. monocytogenes was evaluated by means of a Challenge Test in cooked ham
with its natural microbiota and under conditions of competition with spoiling
microorganisms resulting from the contamination with 15 minced meats from different

butchers of different days, being stored for 7 days at 7°C.

After 7 days of study, significant differences were obtained in the growth of L.
monocytogenes in the contaminated samples with respect to the growth observed in the
control samples, pointing to the possible effect of the accompanying flora in slowing

down the growth, without apparent alteration of the pH throughout the study.



INTRODUCCION

En la industria alimentaria existen diferentes tipos de riesgo: fisico (presencia de
particulas o sustancias indeseadas), quimico (presencia o aparicién de compuestos toxicos
0 nocivos para el consumidor) y microbioldgicos (presencia de microorganismos que
alteran el estado del producto o que generan un riesgo para el consumidor). En este trabajo
final de master el estudio se ha centrado, dentro del riesgo microbioldgico, en concreto
sobre uno de los microorganismos patdgenos mas relevantes en la industria: Listeria
monocytogenes (Schobitz et al., 2009), por su capacidad de sobrevivir y multiplicarse en
condiciones de refrigeracidn, pudiendo crecer en vacio y atmosfera modificada, asi como

puede contaminar los alimentos después de procesado (Kerry et al., 2011).

La Listeria monocytogenes es un microorganismo patdgeno responsable de la listeriosis
en humanos, enfermedad transmitida por alimentos. Esta especie de Listeria es la Gnica
patdgena para el ser humano (Low et al., 1997). Se trata de un bacilo Gram positivo,
anaerobio facultativo, flagelado, catalasa positiva y, aunque su temperatura éptima de
crecimiento sea entre 30 — 37 °C, esta estudiado su crecimiento en temperaturas de hasta
3°C (Low et al., 1997). Este ultimo aspecto es el que hace a la L. monocytogenes un
patdgeno de alta relevancia en la industria alimentaria, ya que la temperatura de

refrigeracion no inhibe su crecimiento.

En el afio 2000 fue cuando se instauraron por primera vez recomendaciones de limites
microbioldgicos en los alimentos respecto a la L. monocytogenes siendo respaldada por
el Comité Cientifico de Alimentacion Humana (SCF) en su dictamen del 22 de junio de
ese afio (European Comission, 2000). Posteriormente, en el Reglamento (CE) n°
2073/2005 en el que se recogen los criterios microbioldgicos establecidos para los
productos alimenticios, en el Articulo 3 apartado 2 se cita lo siguiente con relacién a los
productos listos para el consumo Yy el desarrollo de la L. monocytogenes: “Cuando sea
necesario, los explotadores de las empresas alimentarias responsables de la fabricacion
del producto realizaran estudios conforme a lo dispuesto en el anexo Il 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 relacion
con dicha bacteria.” (Reglamento CE 2073/2005, 2005).



En relacion con estos estudios, se menciona que “Las empresas alimentarias podran
colaborar en la realizacion de dichos estudios.” 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.”

En relacion con los estudios que hace referencia este apartado, la Comision Europea
redacté un documento guia, nicamente a titulo informativo, destinado a los operadores
de la industria alimentaria ampliando lo indicado en el articulo 3.2. Asimismo, este
documento guia a los fabricantes para saber como clasificar los alimentos, segun lo
indicado en el ANEXO 1| del Reglamento 2073/2005, donde se recogen los criterios

microbioldgicos en funcién del tipo de producto:

[..]

1.1  Alimentos listos para el consumo destinados a los lactantes, y alimentos listos

para el consumo destinados a usos médicos especiales

1.2 Alimentos listos para el consumo que pueden favorecer el desarrollo de L.
monocytogenes, que no sean los destinados a los lactantes ni para usos meédicos

especiales

1.3 Alimentos listos para el consumo que no pueden favorecer el desarrollo de L.
monocytogenes, que no sean los destinados a los lactantes ni para usos médicos

especiales.

[..]

Los aspectos técnicos de los estudios a realizar vienen detallados en la guia técnica
elaborada por el Laboratorio de Referencia Comunitario (CRL) para la elaboracién de
estudios de vida util sobre la Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo
(RTE). En esta guia se detallan dos tipos de estudios, introduciendo el término de
Challenge test. Este tipo de estudios consisten en la inoculacién de un microorganismo
en un alimento con una concentracion conocida y evaluar su comportamiento durante la
vida util del producto. Esta guia es la que se ha seguido en este trabajo para la elaboracién

de dos Challenge tests.

Aunque ya haya sido ampliamente estudiado el hecho de que las bacterias acido lacticas
(BAL) tienen capacidad inhibidora de la L. monocytogenes en productos RTE (Nilsson et
al. 1998, Campanini et al. 1993, Amézquita et al. 2001), en SILLIKER Ibérica S.A.U



(primer laboratorio de Europa en acreditarse en la realizacion de Challenge test de L.
moncytogenes) se ha observado en los estudios realizados durante mas de 10 afios, que
un elevado recuento de microorganismos aerobios (>10° ufc/g) al final de la vida Gtil del
producto suelen ir acompafiado de recuentos bajos de L. monocytogenes. Asimismo,
autores citan el “Efecto Jameson” (Mellefont et al., 2008) como “supresion del
crecimiento microbiano entre especies como una competencia no especifica por

nutrientes”.

El planteamiento del estudio consiste en evaluar el crecimiento de un mix de dos cepas
de L. monocytogenes mediante un Challenge Test en una matriz (jamon cocido) con su
microbiota natural y en condiciones de competencia con microorganismos alterantes
resultado de la contaminacion con 15 carnes picadas de diferentes carnicerias de distintos

dias.



MATERIALES Y METODOS

Descripcion de las muestras

Para la realizacion de este estudio se utiliz6 una pieza de jamén cocido extra Bonnatur de
Argal, lote 18.05.16 y fecha de consumo preferente 20.08.18 cerrado e integro adquirido
en un supermercado (Figuraly 2).

TMANTENER ENTRE 0° Y 5°C. .
CONSUMIR PREFERENTEMENTE ANTES DEL: 20.08.18

4 180516

LOTE 180516 reso [ ,500,(9

AT

(01) 98410764429/36 (3103

I

007500 (

Figura 1: Aspecto del jamon cocido utilizado Figura 2: Lote, peso y fecha de consumo

como matriz en este estudio. preferente del jamon cocido.

Asimismo, para la contaminacion de las muestras de jamén se utilizé carne picada
proveniente de 15 carnicerias diferentes, o en su defecto, de una misma carniceria, pero
de dias distintos o de tipos de carne distintos (Tabla 1). Se hara referencia a cada una de

las carnes como lotes diferentes.

Las carnes picadas para el estudio se detallan a continuacion:
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Tabla 1.- Relacion de muestras compradas para el estudio: numeracion, fecha y lugar de compra

Numeracién Fecha de compra Lugar de compra
1 13-jun Mercat del ninot - P41
2 13-jun Mercat del ninot - P61
3 13-jun Keisy supermercats
4 13-jun Escofet Oliver
5 13-jun El Corte Inglés
6 13-jun El Corte Inglés
7 13-jun Consum
8 13-jun Xarcuteria Hernando
9 15-jun Carrefour
10 16-jun Consum
11 16-jun Consum
12 16-jun Bobinum
13 16-jun El corte ingles
14 16-jun Carrefour
15 16-jun Caprabo

Preparacion del inoculo de Listeria monocytogenes

Segun lo dispuesto en la Guia del Challenge test (EURL Lm TECHNICAL GUIDANCE
DOCUMENT, 2014) se eligieron 2 cepas de Listeria monocytogenes en funcion de la
matriz a inocular, condiciones de actividad de agua de la matriz, pH y temperatura de
almacenamiento. En este estudio se selecciono dos de las 4 cepas propuestas para realizar
estudios de Challenge en productos carnicos a baja temperatura. el genoserotipo 1l
(serotipo 1/2c) 12LMOBO045LM vy el genoserotipo IV 12LMOB089LM

Para la preparacién del inéculo, se tom6 una criobola de la cepa de L. monocytogenes
elegida, se introdujo una en un tubo con 9 ml de Brain Heart Caldo (BHI) y se incub6 a
37 £ 1 °C durante 15-18 h. Pasado este tiempo, la concentracion alcanzada fue de
aproximadamente, 109 ufc/ml, estando en fase estacionaria temprana. De este tubo, se
transfirié 0,1 a otro tubo con 9mL medio BHI y se incub6 a 7°C por 7 dias, con el objetivo

de adaptar a los microorganismos a las bajas temperaturas.
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Las dos cepas se mezclaron manera equitativa, 2 ml de cada uno de los caldos, y se
realizaron diluciones sucesivas hasta conseguir la concentracion deseada de indculo final.
Esta cantidad viene determinada por el volumen de indculo que se debe inocular en el

producto final (méximo 1% del peso de la muestra para conseguir inocular 100 ufc/g).

Como comprobacion que el indculo contenia L. monocytogenes viables, juntamente con
las muestras de estudio se dejaron 2 tubos, uno con caldo sin indculo de L. monocytogenes
y otro con inoculo. En el momento de la realizacion del primer control se debe evaluar la
turbidez visualmente de ambos tubos, y el resultado que permite continuar con el estudio

es que el tubo con presencia de L. monocytogenes esté turbio.

Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon a partir de cortes asépticos en cubos de 1 cm x 1 cm (imagen
3) e individualmente se transfirieron a bolsas Stomacher®. Se pesaron bolsas de 30 g para
la inoculacion de L. monocytogenes y bolsas de 10 g para el recuento de microorganismos
aerobios mesofilos y pH. En total se prepararon 45 bolsas de dados con la microbiota
natural del jamén cocido de 30 g cada una y 60 bolsas con 10 g (Figura 3).

Figura 3: Aspecto de una loncha de 1cm aproximadamente de jamén antes y después del corte.

Para la preparacion de las muestras contaminadas, se utilizaron recipientes metalicos en
los que se introdujo la carne picada. Se frotd toda la superficie con ella, se extrajo la carne
y se introdujeron los dados de jamon a contaminar, y con el mismo guante utilizado con

la carne se frotaron por la superficie contaminada previamente. Luego se pesaron bolsas
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de 30 g y 10 g al igual que en las muestras con la microbiota natural, para cada uno de los
15 lotes de carne picada (Figura 4).

En la secuencia de fotos siguiente se detallan los pasos para la contaminacion de las

muestras de jamon:

Paso 1: se introduce la carne picada en un bol Paso 2: se frota toda la superficie del bol con la
metalico, previamente lavado. carne picada, procurando que toda la superficie
quede bien cubierta.

Paso 4: se introducen los dados de jamon
bol. cortados en el bol previamente contaminado.

Paso 5: se frotan los dados por toda la superficie del
bol para conseguir la mayor transferencia entre el bol
y los dados.
Figura 4. pasos de la contaminacion de las muestras de jamon cocido contaminadas.
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Inoculacién

En total se inocularon, para cada tratamiento, 45 bolsas de 30 g con el indculo del mix de
cepas de L. monocytogenes. En el caso de las bolsas de 10 g, destinadas a analizar pH y
microorganismos aerobios, para mantener las mismas condiciones de humedad y Aw del
producto se introdujo la misma cantidad de agua destilada que de inoculo. En total se

inocularon con agua 60 bolsas de 10 g por cada tratamiento.

El nivel de in6culo real utilizado en la inoculacion (Imagen 4) fue de 4,8 x10° ufc/ml, que
posteriormente se diluyo hasta llegar a 4,8 x10* ufc/ml. Teniendo en cuenta que las bolsas
inoculadas eran de 30 g y que el maximo que se puede utilizar de indculo es del 1%, se
afiadié superficialmente 0,3 ml de indculo, siendo el recuento tedrico inoculado de 480

ufc/g de producto (2,7 log ufc/g) (Figura 5).

Figura 5: Fotografia del momento de la inoculacion.
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Analisis microbiolégicos y fisicoquimicos

o Microbioldgicos

En las muestras inoculadas se realizé a fecha 0, 3 dias y 7 dias el andlisis de Listeria
monocytogenes (recuento) por el método ISO 11290-2:2017 en la totalidad de la muestra.
Para ello se realizo la dilucion 10 de la muestra en agua de peptona tamponada
(Biomerieux, Marcy I’Etoile, Francia), luego se sembré en superficie las correspondientes
diluciones (en el caso de este estudio, hasta la -5) en medio selectivo agar Ottaviani et
Agosti (OAA) (Biomerieux). Se incubaron las muestras a 37 = 1 °C y se realizé una
evaluacion visual a las 24 + 3 horas, y si fue necesario, a las a las 24 + 3 horas mas, para
detectar la presencia de colonias caracteristicas presumibles de ser L. monocytogenes o
Listeria spp. En este estudio, al inocular cepas conocidas de L. monocytogenes, a la hora
de hacer el recuento todas las colonias verdes-azules presentes en la placa ALOA se

consideran L. monocytogenes.

Asimismo, en las muestras inoculadas con agua se realizo el analisis de Microorganismos
aerobios mesofilos (recuento) por el método ISO 4833-1:2013 en la totalidad de la
muestra, realizando una siembra en profundidad de las diluciones hasta la -8 en placas de
Petri con 12-15 ml de agar de recuento en placa (PCA) (BIOKAR BK144) fundido y
enfriado a unos 45°C. Se dejaron solidificar, se invirtieron las placas y se incubaron en

estufa a 30 = 1 °C durante 72 + 3 horas.

o Fisicoquimicos

En muestras inoculadas con agua se realizd el analisis de pH (solucion al 10%) a 25 °C.
(FisherBrad Accumet™ AB150, FisherScientific, Madrid, Espafia)

Prediccion del crecimiento de Listeria monocytogenes

En este estudio, se estudid previamente el comportamiento de la L. monocytogenes en
diferentes condiciones de temperatura utilizando la herramienta online ComBase
(University of Tasmania y USDA Agricultural Research Service (USDA-ARS),

www.combase.cc), basandonos en el pH, Aw, posibles temperaturas de almacenamiento
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del producto a estudiar y teniendo en cuenta la vida util real que se le puede dar a un
producto de estas caracteristicas envasado sin atmdsfera protectora y sin vacio. Este
planteamiento simula el seguido por Awaiwanont et al. (2015).

Las condiciones establecidas fueron las siguientes: nivel inicial 2.5 ufc log/g (nivel
tedrico del inéculo), pH de 6,5 y Aw de 0,997, el estado fisiologico se dejo por defecto el
que determina ComBase de inicio, ya que, aunque las cepas estuvieran adaptadas
previamente en la preparacion del inoculo, suponer un estado fisiologico menor al 1 da
cierto margen en cuanto a la previsiéon de adaptacion del microorganismo en el medio
inoculado. Se hicieron pruebas a diferentes temperaturas, seleccionandose finalmente una
temperatura de 7 °C, a la que, calculando la vida util, se corresponderia a 168 h (7 dias)

como periodo de estudio.

Anadlisis estadistico

El experimento se realizo en 15 unidades estériles y en 15 unidades contaminadas. Los
valores en tablas y figuras son resultado de 15 analisis. Se analizaron los datos con un test
ANOVA de diferencias, con un Test Tukey para discriminar entre medias utilizando el

programa R Deducer. La significancia estadistica se establecio con un p-value = 0,05.
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RESULTADOS

Evolucién del pH
Se determiné el pH en cada uno de los tratamientos y para cada control, aunque no se
pudieron realizar los correspondientes al dia 0 en las muestras no inoculadas (control),

por lo que Unicamente se muestran los resultados del dia 3y 7 (Figura 6).

7,2

6,7

pH

6,2

5,7

5,2

Dias

[] Estériles B Contaminadas

Figura 6: Diagrama de cajas de la evolucion del pH durante el almacenamiento de las muestras
7 diasa 7 °C.

A falta de los resultados del control a dia 0, se observa una amplia dispersion en el caso
de las muestras contaminadas en el control 7 dias, mientras que en las muestras control
los resultados fueron menos dispersos, posiblemente debido que en las muestras
contaminadas la microbiota es muy variable, lo que condiciona el tipo de metabolitos
producidos durante su crecimiento que afectan a los cambios de pH. En la Tabla 2 se
detallan los valores medios y desviacion estandar de los pH analizados para cada

tratamiento.
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Tabla 2. Media y desviacion estandar de los valores de pH de las muestras control y contaminadas

durante su conservacion a 7 °C durante 7 dias.

TIEMPO CONTROL CONTAMINADAS
Dia 3 6,33 + 0,04** 6,19 + 0,13
Dia 7 6,19 +0,28%° 6,39 + 0,55%

a-b Las letras minusculas en la misma fila representan diferencias significativas (p-value < 0,05) entre las muestras control y
contaminadas
A-B Las letras mayusculas en la misma columna representan diferencias significativas (p-value < 0,05) durante el tiempo

Evolucién de los microorganismos aerobios mesofilos

Con el objetivo de evaluar el efecto competitivo de la microbiota aerobia a diferentes
concentraciones, se establecio6 como premisa que el recuento de las muestras
contaminadas estuviera 2 logaritmos por encima del control. En la Figura 7 se muestra

la evolucion de estos recuentos a lo largo de los dias de estudio.

10
9

Ufc log/g

0 3 7

Dias

] Estériles M Contaminadas

Figura 7: Diagrama de cajas de la evolucién de los recuentos de microorganismos aerobios

mesofilos (log ufc/g) después de almacenar las muestras 7 dias a 7 °C.



Se observa que en ambos tratamientos la microbiota aerobia muestra un crecimiento
continuo durante el tiempo. En el caso de las muestras control el recuento inicial fue
inferior al de las muestras contaminadas (2,2 ufc log/g), llegando al final del periodo de
conservacion a 7,5 ufc log ufc/g. En el caso de las contaminadas el recuento inicial,
aungue con cierta variabilidad, es notablemente superior (5,3 ufc log/g), aunque al final
del estudio los recuentos fueron de alrededor de 8 log ufc/g. Parece ser, en ambos casos,
que la fase exponencial de crecimiento microbiano tenga lugar entre los 0 y los 7 dias, y
que la tendencia a partir del ultimo analisis sea el punto en el cual los microorganismos
Ilegan a la fase estacionaria. En la Tabla 3 se presentan los resultados medios, desviacion
estandar y p-value para cada pareja de datos segun tratamiento y para cada control de

microorganismos aerobios mesofilos.

Tabla 3: Media y desviacion estandar de los recuentos de microorganismos aerobios de las

muestras control y contaminadas durante su conservacion a 7 °C durante 7 dias.

TIEMPO CONTROL CONTAMINADAS
Dia 0 2,18 + 0,46 5,31 +1,03"
Dia 3 5,64 +0,42% 7,68+ 0,63
Dia7 7,49 + 0,85% 8,36+ 0,68%°

a-b Las letras minusculas en la misma fila representan diferencias significativas (p-value < 0,05) entre las muestras control y
contaminadas
A-B Las letras mayusculas en la misma columna representan diferencias significativas (p-value < 0,05) durante el tiempo

Evolucidn de Listeria monocytogenes
En la Figura 8 se muestra la evolucion de los recuentos de Listeria monocytogenes en las

muestras control y contaminadas a lo largo de los dias de estudio.
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Figura 8: Diagrama de cajas de la evolucién de los recuentos de Listeria monocytogenes (log

ufc/g) después de almacenar las muestras 7 dias a 7 °C.

En la evolucion de L. monocytogenes, no se observaron diferencias estadisticas en los
dias 0 y 3, sin embargo, si se apreciaron en el dia 7, con valores inferiores en las muestras
contaminadas. La tendencia en el crecimiento en ambas muestras entre los dias 0 y 3 es
muy similar, sin embargo, en las muestras contaminadas este crecimiento se ve
ligeramente inhibido. En la Tabla 4 se detallan los valores medios, desviacidn estandar y

p-value para cada pareja de datos por dia de estudio.

Tabla 4: Media y desviacion estandar de los recuentos de L. monocytogenes de las muestras

control y contaminadas durante su conservacién a 7 °C durante 7 dias.

TIEMPO CONTROL CONTAMINADAS
Dia0 2,79 £0,16% 2,65+ 0,07%A
Dia 3 3,57 +£0,11#8 3,48+ 0,23
Dia7 3,99 +0,23%¢ 3,67+ 0,418

a-b Las letras minusculas en la misma fila representan diferencias significativas (p-value < 0,05) entre las muestras control y

contaminadas
A-B Las letras mayusculas en la misma columna representan diferencias significativas (p-value < 0,05) durante el tiempo
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DISCUSION

De los resultados obtenidos se observa que los microorganismos aerobios mesofilos
incrementan notablemente en ambas muestras, no siendo del todo relevante el recuento
inicial, pues en ambos casos se llega a recuentos de alrededor de 8 log ufc/g, coincidiendo
con el inicio de la fase estacionaria de crecimiento microbiano. Este comportamiento
responde a lo que Egli et al., (2001) comentan en su articulo de la “ley del minimo” (o
Ley de Liebig), en la que se condiciona la cantidad maxima de microorganismos que
puede haber en un cultivo en funcién de la disponibilidad de nutrientes que haya. En este

caso, la matriz alimentaria es el nutriente que es limitante para el crecimiento.

Asimismo, en los recuentos de L. monocytogenes, aunque no se observaron diferencias
significativas en los dias 0 y 3, éstas si se apreciaron en el séptimo dia, en el que las
muestras control 7 dias presentaron un mayor recuento, lo que indica que se produjo un
cierto enlentecimiento del crecimiento por parte del microorganismo patégeno en las
condiciones de estudio de las muestras contaminadas, que puede ser debido a la
competencia establecida con los microorganismos presentes en las muestras
contaminadas. Esta observacion, se explicaria en base a lo que se denomina efecto
Jameson que puede describirse como “una carrera entre especies para usar los recursos
del medio ambiente para maximizar su crecimiento y el nimero de su poblacion. Cuando
€s0S recursos se agotan, la carrera termina y el crecimiento de cada especie en la

poblacion se detiene™ (Cornu et al., 2007).

En cuanto a los pH analizados, la dispersion de los resultados de las muestras
contaminadas en el control final, es el reflejo de la diversidad microbiana presente en la
contaminacion forzada, ya que si esta fuera basicamente compuesta por BAL el pH habria
tenido una tendencia negativa en todo momento, pero la media de resultados se mantiene
estable, por lo que no se puede atribuir que toda la microbiota aerobia presente, o ni
siquiera una parte elevada de la misma, sean BAL, de las cuales ya ha sido estudiado que
tienen capacidad inhibitoria del crecimiento de la L. monocytogenes en productos RTE
(Amézquita et al., 2001).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se pueden establecer las siguientes conclusiones:

e Laelevada carga microbiana de las muestras contaminadas no tuvo relevancia en
la variacion de pH de las muestras, mostrando una gran dispersion en el dia 7
asociado, posiblemente, a una gran diversidad en la microbiota presente.

¢ Independientemente del recuento inicial, la tendencia en las muestras control y
contaminadas fue similar, alcanzando la fase de crecimiento estacionario en el
séptimo dia con recuento finales de aproximadamente 8 log ufc/g, que podria
explicarse por la Ley de Liebig.

e Se observan diferencias significativas en el control de L.monocytogenes al
séptimo dia, lo cual indica un enlentecimiento de este microorganismo frente a
las condiciones del producto. Todo parece indicar que la presencia de recuentos
superiores a 8 ufc log/g de microorganismos aerobios hacen que esto ocurra.

e Este estudio aporta importancia a los analisis de flora acompafante
recomendados por la Guia técnica de Challenge test ya que no deja de ser un
principio de prudencia ante un falso negativo en las conclusiones del estudio,
teniendo en cuenta el riesgo que ello conlleva.

e Como futuras lineas de trabajo que quedan abiertas a partir de este estudio, seria
aconsejable estudiar qué pasaria si el estudio se prolongase hasta 6 dias mas.
Segun las tendencias observadas en este estudio, los microorganismos aerobios
estdn cerca de llegar a su fase estacionaria, mientras que los recuentos de
L.monocytogenes apuntan a que aun esta en fase exponencial y seria de interés

ver en qué momento, para cada condicion, llega a la fase estacionaria.
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