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Consumidor

� Conciencia nutricional

� Alimentos sanos, frescos y de alta calidad

� Comidas de fácil preparación

� Menos aditivos y conservantes� Menos aditivos y conservantes

� Alimentos seguros



Productos de IV gama

� 70,6 Millones de kilos (2010)� 70,6 Millones de kilos (2010)

� Incremento 6%

� 200 M€

� 2% frutas de IV gama



Productos de IV gama

Shigella Bacillus
S. aureus

Otros

� 13 % de los identificados (origen, patógeno) USA (1990-2005) 
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DeWaal & Bhuiya, 2007



Productos de IV gama

Brotes alimentarios asociados a vegetales 

en IV gama

Bacillus

Staphylococcus Desconocido

The EFSA Journal, 2011

Virus entéricos

Shigella

Clostridium

Salmonella



Brotes relacionados con la importación de alimentos

Frambuesas cong, 1988

509 NV casos (Finlandia)
Frambuesas cong, 2005

6 brotes

1400 NV casos (Dinamarca)
Frambuesas cong, 2006

45 NV casos (Suecia)

Frambuesas cong, 2005

75 NV casos (Francia)

Frambuesas cong, 2003

50 NV casos (Suecia)

Frambuesas cong, 1997

262 HAV casos (USA)

Lechuga, 1988

202 casos (USA) Tellinas cong, 2003/8

184 HAV casos (España)

Marisco, 2001

22 NV, 4 HAV (Japon)

Lechuga, 2010

240 cases 
(Denmark)

Cebollas tiernas, 2003

601 casos, 3 muertes

Gambas congeladas, 1997

23 HAV (Australia)
Tomates secos, 2009-10

240 casos Australia, 55 France, 13 
Holanda

Dátiles, 2010-11

2/6 muestras, Holanda



Seguridad alimentaria

Agua de riego

Recolección

Transporte Lavado

ManipuladorInstalaciones



Métodos analíticos



Método para fruta y hortalizas

15 g

Pectinasa

60 mL tampón de elución (50 mM Glicina, 100 mM Tris, 1% extracto de carne) a pH 9,5

Agitación, 15 min a TA

Butot et al., 2007

Plant RNA 

Isolation Aid

Concentración por ultrafiltración a 3500 × g 15-45 min 

(100K NMWL)

Centrifugación a 3500 × g, 15 min

Extracción de RNA y RT-qPCR



Validación método para fruta y hortalizas

Nº positivos/Nº muestras analizadas

VHA (TCID
50

/15g) NV (PCRU/15g) RV (TCID
50

/15g)

120 12 1,2 0,1 540 54 5,4 2,1 0,21 0,02

3/3 (35,5) 3/3 3/3 0/3 3/3 (17,9) 3/3 2/3 3/3 (14,0) 3/3 3/3

3/3 (2,1) 3/3 2/3 0/3 3/3 (1,7) 2/3 0/3 3/3 (2,8) 3/3 0/3

Arándanos congelados

Fresas

3/3 (37,5) 3/3 2/3 1/3 3/3 (19,6) 3/3 3/3 3/3 (3,4) 3/3 0/3

3/3 (4,4) 3/3 2/3 0/3 3/3 (2,6) 2/3 1/3 3/3 (1,7) 3/3 0/3

3/3 (9,3) 3/3 2/3 0/3 3/3 (5,1) 3/3 1/3 3/3 (0,5) 3/3 3/3

3/3 (83,1) 3/3 3/3 3/3 3/3 (43,9) 3/3 3/3 3/3 (2,9) 3/3 3/3

3/3 (52,3) 3/3 3/3 2/3 3/3 (11,5) 3/3 3/3 3/3 (5,1) 3/3 3/3

3/3 (51,6) 3/3 3/3 0/3 3/3 (46,3) 3/3 1/3 3/3 (21,2) 3/3 3/3 

3/3 (9,8) 3/3 3/3 0/3 3/3 (9,5) 3/3 1/3 3/3 (1,6) 3/3 3/3 

Frambuesas

Frambuesas congeladas

Mezcla de bayas azuc.

Lechuga

Albahaca

Menta

Cebollas tiernas 

Perejil 3/3 (12,6) 3/3 3/3 0/3 3/3 (13,0) 3/3 2/3 3/3 (2,9) 3/3 3/3 



Método para fruta y hortalizas

25 g

Pectinasa

40 mL tampón de elución (50 mM Glycine, 100 mM Tris, 1% extracto de carne) a pH 9,5

Agitación, 20 min a TA

Concentración 10% PEG 0,3 M NaCl

Centrifugación a 10000 × g, 30 min

Extracción de RNA y RT-qPCR



• Marisco

• Agua embotellada

• Cebollas tiernas



Recuperación simultánea de bacterias y virus

Homogenizado

10 g + 90 ml APT

Precipitación con PEG/NaCl 1 h, 4 °C 

RT-qPCR

Virus

Precipitación con PEG/NaCl 1 h, 4 °C 
Centrifugación, 30 min, 10.000 xg 4 °C

Plant RNA Isolation Aid

qPCR

Bacterias

Extracción de RNA Extracción de DNA

Sánchez et al., Int J Food Microbiol 2012



Recuperación simultánea de bacterias y virus

% 

Recuperación

% 

Recuperación

Bacterias
Rango          106

- 103 ufc/g
Virus

Rango 

105 - 1 

TCID /g
- 10 ufc/g

TCID50/g

E. coli O157:H7 57,4 NoV GII 9,2

L. monocytogenes 64,5 MNV 43,5

Salmonella 64,6 VHA 20,7



Pectinasa

40 mL tampón de elución (50 mM Glycine, 100 mM Tris, 1% extracto de carne) a pH 9,5

Agitación, 20 min a TA

Control de proceso

Concentración 10% PEG 0,3 M NaCl

Centrifugación a 10000 × g, 30 min

Extracción de RNA y RT-qPCR

> 0,1 %



Incidencia

NoV

% posit. Gen./g

Canadá 28,2 10-108

Francia 8,3 102-105

Bélgica 41,5 10-104

RASFF

2010.0081

Mattison et al., 2010; Baert et al., 2011 

226/1104

52/226

18/52µl 1,6 %

20,5 %

4,7 %



Detección de virus infecciosos

Concentración de virus a partir de 

vegetales frescos y cortados

Detección y 

cuantificación 
“En un alimento los patógenos sólo 

cuantificación 

mediante RT-qPCR

Rodríguez et al., 2009

“En un alimento los patógenos sólo 

son peligrosos si están vivos”

Detección de fragmentos 

grandes

Proteinasa K y 

RNasa
CC + RT-PCR PMA



Detección de virus infecciosos

Concentración de virus a partir de 

vegetales frescos y cortados

Detección y 

cuantificación 
“En un alimento los patógenos sólo 

cuantificación 

mediante RT-qPCR
“En un alimento los patógenos sólo 

son peligrosos si están vivos”

Proteinasa K y 

RNasa
CC + RT-PCR PMA

Detección de fragmentos 

grandes

Rodríguez et al., 2009



Proteinasa K + RNasa

Proteinasa K y RNasa

Lamhoujeb et al., 2008; Topping et al., 2009



PMA/EMA

qPCR

Propidio de monoazida (PMA)

Etidio de monoazida (EMA) 


