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RESUMEN

Los cambios de estilos de vida acontecidos en las ultimas décadas han mo-
tivado que numerosas familias tengan que recurrir a centros de educacion
infantil y sus comedores. El personal de las Fuerzas Armadas no es ajeno
a esta nueva realidad social, por lo que el Ministerio de Defensa cuenta con
centros de educacion infantil donde nifios entre los 6 meses y los 3 afios de
edad realizan la comida principal del dia.

La poblacion infantil es mas vulnerable a las enfermedades de transmision
alimentaria que otros grupos demograficos. Por otro lado, los nifios pueden
padecer obesidad infantil como consecuencia de una dieta desequilibrada y
habitos alimentarios inadecuados, o que aumenta la probabilidad de desarro-
llar enfermedades no transmisibles a edades mas tempranas. Ademas, las re-
acciones de hipersensibilidad alimentaria han aumentado en los ultimos afios,
convirtiéndose en la segunda causa de alertas alimentarias notificadas en Es-
pana por detras de la presencia de microorganismos patdégenos.

Por tanto, el objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la seguridad ali-
mentaria de los menus servidos en los comedores de los centros de educa-
cion infantil adscritos al Ministerio de Defensa. Para ello, se ha evaluado en
los menus la calidad microbioldgica, la calidad nutricional y la presencia de las
sustancias causantes de hipersensibilidades alimentarias de mayor prevalen-
cia en edad infantil.

Se investigd la presencia de Salmonella spp., Listeria monocytogenes 'y Cro-
nobacter spp., y se realiz6 el recuento de los microorganismos indicadores de
higiene del proceso (aerobios mesofilos totales, enterobacterias, coliformes
totales, Escherichia coli y estafilococos coagulasa positivos) en 318 muestras
compuestas por el menu de iniciacion a base de purés y el menu completo for-
mado por un primer plato, segundo plato y postre de cinco dias consecutivos
provenientes de 17 guarderias.

Para la evaluacion nutricional y dietética, se analizaron 226 menus completos
de gestion directa y 222 menus completos de catering durante el afo 2017.
También se analizaron los menus de iniciacion a base de purés para nifios
menores de un afo. Se estudid el aporte energético, la contribucion energé-
tica de los macronutrientes, el aporte de micronutrientes, el perfil lipidico y
calidad de la grasa, transformando la composicion de los menus (ingredientes
y gramajes) mediante el programa nutricional DIAL® y comparandolos con
las Tablas de Composiciéon de Alimentos. Ademas, se evalué la frecuencia de
consumo de los distintos grupos de alimentos y la rotacidn de los alimentos de
cada grupo, la variedad de las recetas y de las técnicas culinarias, segun las
recomendaciones del DoCACE y del Programa PERSEO.

Por ultimo, se analizaron 133 muestras de los menus especiales libres de pro-
teina de leche, de proteina de huevo o de gluten con kits comerciales de ELI-
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SA (R-Biopharm), siguiendo la metodologia indicada por el fabricante. Para
evaluar la fiabilidad del método analitico y comparabilidad de los resultados se
comprobd la curva de calibrado, la exactitud y la precision bajo los criterios de
aceptacion establecidos por el laboratorio de referencia nacional.

En ninguna de las muestras analizadas se detectaron Salmonella spp. ni Lis-
teria monocytogenes. Cronobacter spp. se aislo en la guarnicion de ensalada
de un segundo plato. Respecto a los microorganismos indicadores de higiene
del proceso, el 96% de la muestras fueron aceptables. En los platos sin trata-
miento térmico (frutas, verduras y otras hortalizas) se encontraron recuentos
de aerobios mesdfilos totales, enterobacterias y coliformes totales significati-
vamente mayores. No se encontraron diferencias significativas entre los mo-
delos de gestion. La estacion del afio con mayor prevalencia de muestras po-
sitivas y recuento de los microorganismos indicadores estudiados fue otofio.

El aporte energético de los menus fue adecuado, a excepcion de los menus
de iniciacion de gestién directa (26,05% energia total diaria), aunque se debe
equilibrar el exceso de proteinas y grasas con el déficit de hidratos de carbo-
no, especialmente en ambos menus de gestion contratada. La mayor parte de
las ingestas medias de los micronutrientes fueron adecuadas, incluso algunas
vitaminas y minerales superaron las ingestas recomendadas diarias. El aporte
de vitamina D fue escaso tanto en los menus de iniciacién como en los com-
pletos de ambas modalidades de gestion. Es necesario aumentar el numero
de raciones mensuales de arroz, ensaladas y frutas, asi como de pescados
y huevos en detrimento de la carne en el modelo de gestion contratada. La
rotacion en el grupo de los pescados no cumplié las recomendaciones y la
escasez de pescado azul fue manifiesta. Se repitieron varias recetas en los
menus de gestidn directa y la variedad de técnicas culinarias se ajusto a lo
recomendado.

La presencia de sustancias que pueden causar reacciones de hipersensi-
bilidad alimentaria fue muy baja (1,50%) en los menus especiales servidos
(proteina de leche en un menu especial sin leche y gluten en un menu para
celiacos). En cuanto a la metodologia utilizada, la mayoria de los ensayos
cumplieron con los criterios de aceptacion de la curva de calibrado (91,4%),
exactitud (74,2%) y precision (86,9%) por lo que el método analitico se consi-
dera apropiado. Sin embargo, son necesarios mas estudios de recuperacion,
especialmente para la determinacion de proteina de leche que resulto ser el
método menos exacto cuando se emplearon los materiales de referencia Mo-
niQA.

Nuestros resultados revelan un elevado grado de seguridad en los menus
servidos en los centros de educacion infantil del Ministerio de Defensa y pro-
porcionan datos objetivos para propuestas de mejora y metodologias contras-
tadas para futuras investigaciones.
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SUMMARY

Changing lifestyles in the last decades have led many families to resort to
childcare facilites. Armed Forces personnel is no stranger to this new social
reality, which is why the Ministry of Defense has childcare centres where
children aged six months to three years eat their main meal of the day.

Child population is more vulnerable to foodborne diseases than other
demographic groups. On the other hand, an unbalanced diet and inadequate
eating patterns can lead to childhood obesity, increasing the likelihood of
developing non-communicable diseases at a younger age. Moreover, food
hypersensitivity reactions have increased in the last years, thus becoming
the second cause of food alert notification in Spain, behind the presence of
pathogenic microorganisms.

Therefore, the objective of this Doctoral Thesis has been to evaluate the food
safety of the meals served in kindergartens run by the Spanish Ministry of
Defense. For this purpose, microbiological and nutritional quality, as well as
the presence of those substances with the highest prevalence causing food
hypersensitivity in young children have been evaluated in the menus.

The presence of Salmonella spp., Listeria monocytogenes and Cronobacter
spp. was investigated and hygiene indicator microorganisms (total mesophilic
aerobes, Enterobacteriaceae, Escherichia coli, total coliforms and coagulase-
positive staphylococci) were counted in 318 food samples. These samples
consisted of the initiation menu and the complete menu composed of first and
second course and dessert on five consecutive days, which were sampled in
17 nurseries.

For the dietetic and nutritional assessment, 226 complete menus, which were
directly prepared in those nurseries with kitchen, and 222 catered menus
were analyzed in 2017. Menus based on purées for infants under the age
of one were also analyzed. Energy intake, macronutrients distribution range,
micronutrients intake, lipid profile and the quality of dietary fat were studied,
converting food composition (ingredients and weights) by the DIAL® nutritional
software and comparing to Food Composition Tables. Moreover, different food
groups monthly frequency, the food rotation in each group and the variety of
the recipes and cooking techniques were also evaluated according to DoOCACE
and PERSEO recommendations.

Finally, 133 samples of cow’s milk protein free, egg protein free or gluten-free
special menus were analyzed using commercial ELISA test kits (R-Biopharm)
according to the manufacturer’s instructions. To evaluate the reliability of the
analytical method and comparability of the results, calibration curve, accuracy
and precision were checked following the acceptance criteria established by
the National Reference Laboratory.



Summary

No Salmonella spp. or Listeria monocytogenes were isolated from any of
the samples. Cronobacter spp. was isolated in a second plate fresh salad.
Regarding the hygiene indicator microorganisms, 96% of the samples showed
acceptable results. Statistically significant differences were observed in the
total mesophilic aerobes, Enterobacteriaceae and total coliforms counts
of the non-heat-treated meals (fruits, salads and other vegetables). No
statistically significant differences were found between management models.
Autumn was the season that showed the highest positive samples prevalence
and counts of the indicator microorganisms.

The energy intake was appropriate, except for catered menus for infants (26,5%
of the daily energy requirements), but the excess of protein and fat contribution
must be adjusted for the benefit of carbohydrates contribution, particularly in
both catered menus. Micronutrients intakes were overall adequate, and some
vitamins and minerals exceeded the daily intake recommended. Vitamin D
intake was scarce both in infant menus and menus for young children in both
management models. It is necessary to increase the rations of rice, salads
and fruits, as well as fish and eggs at the expense of meat in catered menus.
Fish rotation did not comply with the recommendations, particularly in fatty
fish. Several recipes of the direct management model were repeated and the
variety in culinary techniques responded to the recommendations.

The presence of substances causing food hypersensitivity reactions was very
low (1,50%) in the special menus analyzed (cow’s milk protein in one of the
milk-free menu and gluten in one of the gluten-free menu). In terms of the
methodology used, Most assays met the calibration curve (91,4%), accuracy
(74,2%) and precision (86,9%) acceptance criteria, so the analytical method
is considered appropriate. However, more recovery studies are necessary,
especially to determine the presence of cow’s milk protein since it was the
method with the least accuracy when using MoniQA reference material.

Our results reveal a high level of food safety in the menus served in the Spanish
Ministry of Defense kindergartens and provide objective data for improving
proposals and proven methodologies applicable in future researches.
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CAPITULO I. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La seguridad alimentaria, segun la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO), existe cuando todas las personas tie-
nen acceso fisico, social y economico permanente a alimentos seguros, nu-
tritivos y en cantidad suficiente para satisfacer sus requerimientos nutriciona-
les y preferencias alimentarias, y asi poder llevar una vida activa y saludable
(FAO, 1996).

Esta definicion toma mayor relevancia si las personas de las que se trata son
nifios de corta edad. Asi, el articulo 24 de la Convencion de los Derechos
del Nifo de las Naciones Unidas de 1989, senala que los nifios tienen que
disfrutar del nivel mas alto posible de salud para lo que se adoptaran, entre
otras medidas, aquellas destinadas para el suministro de alimentos nutritivos
adecuados y agua potable salubre, teniendo en cuenta los peligros y riesgos
de contaminacion del medio ambiente (ONU, 1989).

La primera etapa educativa del nifio se denomina Educacion Infantil y abarca
dos ciclos: el primero, que comprende de los 0 a los 3 afos, y el segundo des-
de los 3 a los 6 afios de edad. En Espafia, el numero de alumnos matricula-
dos en el primer ciclo de Educacion Infantil casi se ha triplicado en diez afios,
segun datos del curso 2017/2018 publicados por el Ministerio de Educacién y
Formacion Profesional (MEFP) (MEFP, 2020).

El objetivo de la Educacidn Infantil es contribuir al pleno desarrollo del nifio en
todas sus capacidades fisicas, afectivas, intelectuales y sociales. A ello con-
tribuye el comedor escolar satisfaciendo sus necesidades basicas de alimen-
tacion y la adquisicion de algunos habitos y normas basicas de alimentacion
(Avila y Valero, 2015). En la sociedad actual, gran parte de los nifios se ven
obligados a realizar la comida principal del dia en un centro escolar. El 64,3%
de los centros de educacion infantil (CEI) publicos y el 75,5% de los privados
disponian de comedor escolar en el curso 2017/2018 (MEFP, 2020).

Actualmente hay 25 CEI dependientes de Unidades, Centros y Organismos
del Ministerio de Defensa, dirigidos a la educacién infantil de primer ciclo para
nifios con edades comprendidas entre los 6 meses y los 3 afos. El servicio de
alimentacion esta adjudicado a una unica empresa que gestiona de manera
integral la alimentacion, ya sea mediante la elaboracion de comidas en las
propias cocinas de los CEI (gestion directa, GD) o a través de la contratacion
de un catering (gestion contratada, GC). En el curso 2017-2018 hubo 1222
usuarios de los comedores de los CEl y en el curso 2018-2019 el numero fue
de 1146. De los 2408 totales, 1243 eran nifios (51,6%) y 1165 nifias (48,4%),
con la siguiente distribucién por edades: 499 individuos tenian 1 afo (20,7%),
857 tenian 2 afos (35,6%) y 1052 tenian 3 afios (43,7%).

La poblacion infantil es mas vulnerable a las enfermedades de transmision
alimentaria que otros grupos demograficos, debido a la inmadurez de su sis-
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tema inmune y al menor peso corporal, lo que reduce la dosis necesaria para
provocar la infeccion.

Las bacterias del género Salmonella causan una gran variedad de enferme-
dades, diferenciando las fiebres tifoideas que desencadenan una enfermedad
grave Yy las infecciones no tifoideas cuyos sindromes mas frecuentes son la
gastroenteritis, bacteriemia e infeccion local (Sanchez-Vargas et al., 2011).

El ultimo informe de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y
del Centro Europeo para el Control y Prevencion de las Enfermedades (ECDC)
sobre zoonosis y brotes alimentarios, sefiala Salmonella como primera causa
de brotes alimentarios en Europa y la asociacion Salmonella-huevos como la
combinacién agente causal-alimento de mayor riesgo (EFSAy ECDC, 2019).
En Espana, el ultimo informe del Sistema de Informacién Microbioldgica (SIM)
recogia 5333 aislamientos de Salmonella no tifoidea, siendo el grupo de edad
entre uno y cuatro afios el mas afectado (ISCIII, 2018).

En los ultimos anos se han producido en Espafia brotes en guarderias y nifios
de corta edad provocados por diferentes serotipos de Salmonella: S. Typhimu-
rium, S. Kedougou y S. Poona, que se han asociado al consumo de férmulas
infantiles (Bances et al., 2007; Rodriguez-Urrego et al., 2010; Roman et al.,
2016). El consumo de este mismo tipo de alimento ha sido la causa de dos
brotes notificados recientemente causados por S. Agona (Jourdan-da Silva et
al., 2018; EFSA, 2019).

Listeria monocytogenes es un patdogeno oportunista que provoca la infeccion
alimentaria conocida como listeriosis con una tasa de mortalidad del 20-30%.
Puede provocar sintomas gastrointestinales, neurologicos y abortos en muje-
res, siendo los ancianos, nifos recién nacidos, mujeres embarazadas y per-
sonas inmunocomprometidas las poblaciones mas sensibles. Es capaz de
formar biofilms resistentes a productos de higienizacion y tolera temperaturas
de refrigeracion, lo que unido a su amplia ubicuidad, le permite estar presente
en un amplio rango de alimentos y superficies de trabajo (Alvarez-Ordofiez et
al., 2015).

Desde 2014 la tendencia de los brotes de listeriosis es creciente, aunque en
el ano 2018 los recuentos de L. monocytogenes en alimentos listos para el
consumo (LPC) en pocas ocasiones incumplieron los criterios microbiologicos
de seguridad alimentaria establecidos en Europa en el Reglamento (CE) n.°
2073/2005 (EFSAy ECDC, 2019). Los grupos de alimentos LPC en los que se
detectd L. monocytogenes fueron similares a los de afos previos, presentan-
do los mayores incumplimientos las muestras procedentes de productos de la
pesca (pescado ahumado principalmente), derivados lacteos (queso de pasta
semi-blanda y blanda) y productos carnicos tratados térmicamente.

En 2015, el mayor brote de L. monocytogenes tuvo lugar en una guarderia de
Alemania, afectando a 159 nifios de una guarderia con una fuerte asociacion
con el consumo de una mezcla de alimentos (pudin de arroz) (EFSAy ECDC,
2016). Durante el afio 2019, el brote mas importante de L. monocytogenes,
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con 216 casos, tuvo lugar en Espafia asociado al consumo de carne mechada
contaminada (MSCBS, 2020).

El género Cronobacter, anteriormente Enterobacter (Iversen et al., 2008), tie-
ne en la actualidad siete especies (Iversen et al., 2008; Joseph et al., 2012):
C. condimenti, C. dublinenensis, C. malonaticus, C. muytjensii, C. sakazakKii,
C. turicensis y C. universalis.

C. sakazakii es un patogeno oportunista que provoca infecciones en bebés y
nifos menores de 3 afios (OMS y FAO, 2008). Los brotes de origen alimen-
tario afectan principalmente a neonatos, causandoles meningitis, enterocolitis
necrotizante, bacteriemia e incluso la muerte (Arseni et al., 1987; Simmons et
al., 1989; Lai et al., 2001). Estas infecciones se han asociado principalmente
al consumo de leches infantiles deshidratadas (Van Acker et al., 2001; Himel-
right et al., 2002; Caubilla-Barron et al., 2007), por lo que el estudio de este
microorganismo en estos productos ha sido intenso.

Sin embargo, lversen y Forsythe (2004) aislaron C. sakazakii en un amplio
rango de alimentos como vegetales, carnes, quesos, hierbas y especias. La
revision realizada por Friedemann (2007) de las publicaciones sobre la pre-
sencia de C. sakazakii en comidas y bebidas diferentes a férmulas infantiles
en polvo, demostré la presencia de la bacteria en productos frescos, congela-
dos, LPC, fermentados y cocinados.

Estos hallazgos, unidos a su persistencia en ambientes de produccion ali-
mentaria (Kandhai et al., 2004; Mullane et al., 2007), asi como la descripcién
de infecciones causadas por este patégeno en ancianos y adultos inmuno-
comprometidos (Ray et al., 2007; See et al., 2007), han reactivado a nivel
internacional la investigacion de C. sakazakii en otros productos diferentes de
las formulas infantiles, centrandose en alimentos LPC y en alimentos de venta
al por menor (Baumgartner et al., 2009; Hochel et al., 2012; Akineden et al.,
2015; Mohammed et al., 2015; Xu et al., 2015; Vojkovska et al., 2016; Brandao
et al., 2017). En todas las investigaciones se ha detectado C. sakazakii en los
alimentos investigados, confirmando su potencial riesgo para el consumidor.

A pesar de que los nifios en edad preescolar son una poblacién de riesgo y
las guarderias han sido objeto de toxiinfecciones alimentarias hay muy pocos
estudios de la calidad microbiologica sobre los menus servidos en estos cen-
tros, como manifiestan diferentes autores (Pérez-Silva et al., 1998; Campos et
al., 2003; Aguirre y Aguirre, 2013; Petruzzelli et al., 2018).

Para que el funcionamiento de la restauracion colectiva en los centros esco-
lares sea adecuado, es necesaria una regulacién que abarque entre otros
aspectos, las normas higiénico-sanitarias de la preparacién, almacenamiento
y distribucion de las comidas preparadas (Farré, 2015).

El Real Decreto 3484/2000 establece las normas de higiene para la elabora-
cion, distribucion y comercio de comidas preparadas, entre las que se encuen-
tran las servidas en los comedores de los centros escolares.
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Sin embargo, la base legal europea en seguridad alimentaria es el Regla-
mento (CE) n.° 178/2002 que, desde un enfoque integrado “de la granja a
la mesa”, establece el analisis del riesgo y el derecho de los consumidores
a disponer de alimentos seguros. Entre otras medidas, también introduce el
concepto de trazabilidad y establece la responsabilidad de asegurar el cum-
plimiento de la legislacion alimentaria por parte de las empresas alimentarias
y la de organizar controles de su aplicacion por las autoridades sanitarias de
los Estados Miembros (EE. MM.).

Los principios de este Reglamento se vieron desarrollados por la publicacion del
llamado “paquete de higiene”, que rige la seguridad alimentaria en Europa desde
el 1 de enero de 2006. Entre las normas que lo constituyen, destaca el Regla-
mento (CE) n.° 852/2004 en el que se obliga a los operadores de las empresas
alimentarias a crear, aplicar y mantener procedimientos de autocontrol basados
en los principios del Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC).

Estas normas legales se complementaron posteriormente con otras mas es-
pecificas, entre las que destaca el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 sobre los
criterios microbiolégicos que deben cumplir los alimentos para poder ser aptos
para el consumo. Esta norma, introdujo una novedad respecto al marco legal
de la higiene alimentaria anterior porque con ella se establecen, ademas de
criterios microbioldgicos para productos de origen animal, criterios para pro-
ductos de origen vegetal no existentes hasta su promulgacién. Un segundo
aspecto destacable es la diferencia que se hace entre criterios de seguridad
alimentaria, cuyo incumplimiento supone la no comercializacion o la retirada
de los productos si estan en el mercado, y criterios de higiene del proceso,
cuyo incumplimiento hace que deban revisarse la higiene, los procesos o el
sistema de autocontrol del establecimiento.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera la obesidad infantil uno
de los problemas de salud publica mas graves del siglo XXI. Los nifios obesos
y con sobrepeso tienden a seguir siendo obesos en la edad adulta y tienen
mas probabilidades de padecer a edades mas tempranas enfermedades no
transmisibles (ENT) como la diabetes y las enfermedades cardiovasculares.
Para hacer frente a esta epidemia, la OMS elaboré una estrategia en 2004,
cuya meta general es promover y proteger la salud orientando la creacién
de un entorno favorable para la adopcién de medidas sostenibles a escala
individual, comunitaria, nacional y mundial que, en conjunto, den lugar a una
reduccion de la morbilidad y mortalidad asociadas a una alimentacién poco
sanay a la falta de actividad fisica (OMS, 2004).

La Comisién Europea (CE), sensibilizada también con este problema, elabo-
ré el Libro Blanco para establecer una estrategia europea sobre problemas
de salud relacionados con la alimentacion, el sobrepeso y la obesidad. El
documento aludia a la infancia como un periodo determinante para inculcar
comportamientos para adoptar un estilo de vida saludable y consideraba a la
escuela como el escenario de intervencion donde desarrollar acciones efica-
ces para modificar los comportamientos a largo plazo (UE, 2007).
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En este contexto, el Ministerio de Sanidad y Consumo (MISACO), a través de
la Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), afronté
y liderd la situacion de la obesidad de nuestro pais con la elaboracion de la
Estrategia de Nutricion, Actividad Fisica y Prevencion de la Obesidad (NAOS),
que tiene como finalidad mejorar los habitos alimentarios e impulsar la prac-
tica regular de la actividad fisica de todos los ciudadanos, poniendo especial
atencion en la prevencion durante la etapa infantil (AESAN, 2005a).

Los preocupantes datos de la Encuesta Nacional de Salud de Espaia, en 2006,
relativos a la prevalencia de obesidad y sobrepeso en la infancia (los nifios de
entre 5y 9 afios presentaban un 15,38% de obesidad y un 21,43% de sobrepe-
so) (MISACO, 2006), provocaron que la AESAN promoviera el Programa Piloto
Escolar de Referencia para la Salud y el Ejercicio contra la Obesidad (PERSEO),
enmarcado dentro de la Estrategia NAOS, y orientado a la promocion de la ali-
mentacion y la actividad fisica saludable en el ambito escolar (MISACO, 2008).

Asimismo en 2010, siguiendo las recomendaciones de la Estrategia NAOS,
el Consejo Interterritorial del Sistema de Salud aprob6 el Documento de Con-
senso sobre la Alimentacion en los Centros Educativos (DoCACE). Este do-
cumento establece criterios nutricionales para los menus escolares ofertados
en los centros educativos, asi como las frecuencias de consumo de cada ali-
mento recomendadas en los menus escolares (MSPSI, 2010).

La Ley 17/2011 de seguridad alimentaria y nutricion abordé la materia de nu-
tricion, intimamente relacionada con la salud asociada a una correcta alimen-
tacion. La ley aporta medidas especiales dirigidas al ambito escolar para que
las escuelas infantiles promuevan la ensefianza de la nutricion y alimentacion,
mientras que las autoridades competentes deben velar para que las comidas
servidas en estos centros sean variadas, equilibradas y estén adaptadas a las
necesidades nutricionales de cada grupo de edad.

Tanto las iniciativas y recomendaciones expuestas anteriormente como las
exigencias legales, han promovido numerosos estudios sobre la calidad nu-
tricional de los menus servidos en los comedores escolares de educacion
primaria y secundaria (Aranceta et al., 2004; Campos et al., 2008; Martinez
et al., 2010; Zulueta et al., 2011; Berradre-Saenz et al., 2015; Castro et al.,
2016). Sin embargo, como concluyeron dos estudios sobre la calidad nutri-
cional de menus servidos en CEl, los estudios sobre las comidas servidas
en comedores nacionales de CEI es escasa, a pesar de la importancia de
establecer unos habitos alimentarios adecuados desde la etapa preescolar
(Seiquer et al., 2016; Vergara et al., 2016).

La Ley 17/2011 también aborda la elaboracién en las escuelas infantiles de
menus especiales adaptados para el alumnado con alergias o intolerancias
alimentarias diagnosticadas por especialistas, asi como menus alternativos
en el caso de intolerancia al gluten.

La prevalencia de las alergias alimentarias ha aumentado en las ultimas déca-
das en todo el mundo (Sicherer y Sampson, 2018). La revision realizada por
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Nwaru et al. (2014), que abarca publicaciones desde 2000 a 2012, concluyé
que las alergias alimentarias afectan en Europa al 6% de la poblacion. Los
resultados indicaron que la alergia a la leche de vaca y huevo son las mas
frecuentes en los nifios.

En Espana, los escasos estudios epidemiologicos sobre alergias alimentarias
(Sanchez-Lépez et al., 2017; Bellon et al., 2018; Ojeda et al., 2018) determi-
naron que la leche y el huevo fueron los principales causantes de alergias en
la poblacion infantil.

La hipersensibilidad no alérgica al gluten afecta aproximadamente al 1% de
la poblacion europea (Altobelli et al., 2014), oscilando entre el 1y 3% en la
poblacién infantil (Vriezinga et al., 2015).

Las alergias alimentarias pueden manifestarse desde unos sintomas leves
hasta una grave anafilaxia, mientras que la manifestacion clasica de la celia-
quia en la infancia es una malabsorcion (Lebwholg et al., 2018).

Con el fin de evitar que las personas consuman alimentos que les causen re-
acciones de hipersensibilidad, la normativa europea obliga, desde diciembre
de 2014, a destacar en el etiquetado todo aquel ingrediente o coadyuvante
tecnolégico que pueda causar alergias o intolerancias alimentarias (Regla-
mento (UE) n.o 1169/2011; Reglamento (UE) n.o 78/2014).

Por tanto, la deteccidn y cuantificacion fiables de estas sustancias que causan
hipersensibilidad a alimentos es una de las prioridades de los laboratorios de
control oficial. El laboratorio nacional de referencia junto a los laboratorios de
control oficial de las Comunidades Auténomas (CC. AA.) trabajan para mejo-
rar y armonizar la comparabilidad de los resultados obtenidos en los analisis
de gluten y alérgenos en alimentos (CNA, 2017).

La anteriormente citada Ley 17/2011 también trata en dos de sus capitulos (I
y V1) el control oficial y los laboratorios. El capitulo Il establece que corres-
ponde a las Administraciones publicas en el ambito de sus respectivas com-
petencias, la realizacidn de los controles oficiales necesarios para asegurar el
cumplimiento de lo previsto en la ley. El capitulo VI indica que las autoridades
competentes de la Administracion General del Estado deben designar los la-
boratorios para realizar los analisis pertinentes en materia de control oficial.
Finalmente, en la disposicidén adicional primera de la Ley 17/2011 se establece
que ‘las disposiciones de esta ley, cuando afecten a las Unidades, Centros y
Dependencias pertenecientes al Ministerio de Defensa y sus organismos pu-
blicos se aplicaran por sus 6rganos sanitarios competentes”.

Con el fin de dar cumplimiento a lo dispuesto en dicha disposicién adicional
se promulgé la Orden Ministerial 11/2013 sobre actuaciones en materia de
higiene y seguridad alimentaria en el ambito de las Fuerzas Armadas. En esta
Orden Ministerial se establece como autoridad sanitaria competente a la Ins-
peccion General de Sanidad de la Defensa (IGESANDEF) y se define agente
de la autoridad sanitaria al oficial veterinario en el ejercicio de sus funciones
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desarrollando cometidos de control oficial. También se designa laboratorio de
referencia del Ministerio de Defensa en asuntos de higiene y seguridad ali-
mentaria al Centro Militar de Veterinaria de la Defensa (CEMILVETDEF).

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la seguridad alimen-
taria de los menus servidos en los comedores de los centros de educacion
infantil adscritos al Ministerio de Defensa, en base a los siguientes objetivos
especificos:

1.

Evaluar la calidad microbioldgica de los platos servidos, teniendo en cuen-
ta criterios microbiologicos de seguridad alimentaria e higiene de los proce-
sos establecidos por la normativa legal y la literatura cientifica.

. Valorar la calidad nutricional y dietética de los menus servidos en base a

las recomendaciones de organismos de referencia a nivel nacional e inter-
nacional.

Investigar, en los menus especiales, la presencia de las sustancias cau-
santes de alergias e hipersensibilidades no alérgicas a los alimentos de
mayor prevalencia en edad infantil.

Analizar los resultados obtenidos para contribuir a la evaluacion del riesgo
Yy, en su caso, proponer medidas de mejora.

El capitulo Il aborda la revision bibliografica del tema de estudio. La metodolo-
gia analitica utilizada, los resultados obtenidos y su posterior discusion de los
tres primeros objetivos se describen en los capitulos Ill, IV y V de la presente
memoria. Asimismo, el cuarto objetivo se recoge en el capitulo VI.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LOS ALIMENTOS

Los alimentos pueden vehicular microorganismos patégenos para el hombre con
el consiguiente riesgo para la salud. Su presencia en los alimentos, asi como la
de otros microorganismos no patdgenos, puede ademas, ser un indicador de las
condiciones higiénicas del entorno alimentario y de las practicas de manipulacion.

La poblacion infantil es mas vulnerable a las enfermedades de transmision
alimentaria que otros grupos demograficos. Para garantizar la seguridad ali-
mentaria en los CEl, la responsabilidad es compartida entre el operador eco-
noémico, que debe implantar un sistema de autocontrol basado en el APPCC,
y las autoridades sanitarias, que deben realizar el control oficial para verificar
el cumplimiento de la normativa por parte del operador (Reglamento (CE) n.°
178/2002; Reglamento (CE) n.° 852/2004).

El analisis microbioldgico de las comidas servidas en los CEl supone una he-
rramienta eficaz, tanto para verificar la eficacia del autocontrol por parte del
operador econdmico, como para las autoridades sanitarias en sus actividades
de control oficial. El Reglamento (CE) n.° 2073/2005 establece los criterios
microbiolégicos que deben cumplir los alimentos. Por un lado, recoge los cri-
terios de seguridad alimentaria, como por ejemplo Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y Cronobacter spp. y, por otro lado, establece criterios de
higiene del proceso como pueden ser el recuento de colonias aerobias, Ente-
robacteriaceae, estafilococos coagualsa positivos y Escherichia coli.

2.1.1 Microorganismos patégenos

2.1.1.1 Salmonella spp.

Salmonella fue aislada por primera vez en el afio 1885 en intestino de cerdo
por el veterinario Daniel E. Salmon, quien la denominé Bacillus cholerasuis.
En 1900, Ligniéres la renombré como Salmonella cholerasuis, en honor a su
primer descubridor (Ryan et al., 2017).

El sistema de nomenclatura del género Salmonella siempre ha sido muy com-
plejo. EI método de clasificacion actual es el propuesto por Kauffman-White que
clasifico a las bacterias de este género en funcién de sus antigenos somaticos
(O), flagelares (H) y capsulares (Vi). Ademas, debido a la confusion del uso de
“choleraesuis” tanto en especies como en serotipos, se propuso sustituir esa
denominacion por la de Salmonella enterica (Le Minor y Popoff, 1987). Final-
mente, tras analizar la divergencia en el ADN, Reeves et al. (1989), propusieron
elevar a Salmonella enterica subesp. bongori al nivel de especie.

Por tanto, actualmente, el género Salmonella esta constituido por dos espe-
cies: Salmonella bongori y Salmonella enterica y, a su vez, Salmonella en-
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terica se divide en 6 subespecies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica
subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S.
enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica, que es la clasificacion
propuesta por Tindall et al. (2005) y utilizada por la OMS y la Sociedad Ame-
ricana de Microbiologia. Hasta el momento, se han identificado mas de 2600
serotipos del género Salmonella.

Las bacterias del género Salmonella pertenecen a la familia Enterobacteria-
ceae. Son bacilos mesodfilos, Gram negativos, no esporulados, anaerobios
facultativos, catalasa positivos, oxidasa negativos, fermentan la glucosa pro-
duciendo sulfuro de hidrégeno (excepto algunas cepas de los serotipos Para-
typhi Ay Cholerasuis) y moviles gracias a sus flagelos peritricos (los serotipos
Pullorum y Gallinarum no son moviles) (Garrity et al., 2006).

El rango de temperatura de crecimiento de Salmonella oscila entre 5°C y 47°C,
siendo su temperatura 6ptima en torno a 37°C. Puede sobrevivir en un rango
amplio de pH (3,8-9,5), siendo el 6ptimo de 6,5-7,5. Valores de a, menores de
0,94 inhiben su crecimiento.

Salmonella esta ampliamente distribuida en el ambiente, causando una gran
variedad de enfermedades en animales y humanos. Las fiebres tifoideas cau-
sadas por Salmonella Typhi y Salmonella Paratyphi normalmente desenca-
denan una enfermedad grave que compromete la vida en paises con bajos
ingresos, mientras que las infecciones no tifoideas suelen ser autolimitantes y
estan extendidas por todo el mundo (Sanchez-Vargas et al., 2011).

Salmonella no tifoidea se encuentra de forma natural en pollos, ovejas, ca-
bras, cerdos, reptiles, aves, perros, gatos y en ciertos animales salvajes. Las
granjas de animales son el principal reservorio en los paises industrializados.
Por tanto, el mecanismo de transmision mas frecuente al hombre es a través
del consumo de productos de origen animal, aunque también puede darse a
partir de otros productos de origen no animal, agua contaminada o por contac-
to con animales. Los factores de riesgo asociados a los brotes son el consumo
de alimentos mal almacenados, crudos o con un tratamiento térmico insufi-
ciente (Sanchez-Vargas et al., 2011).

Los sindromes clinicos mas frecuentes de la salmonelosis no tifoidea son la
gastroenteritis, bacteriemia e infeccion local. El periodo de incubacion es de
6-12 horas y los sintomas mas comunes son nauseas, vomitos, diarrea no
sanguinolenta, fiebre, dolor abdominal, mialgias, artralgias y dolor de cabeza
(Sanchez-Vargas et al., 2011).

El dltimo informe de la EFSA y del ECDC sobre zoonosis y brotes alimen-
tarios recoge que la salmonelosis es la segunda zoonosis mas comun por
detras de la campylobacteriosis, permaneciendo estable durante los ultimos 5
afnos (2014-2018). Por otra parte, Salmonella caus6 en Europa la mayor parte
de los brotes alimentarios (30,7%) durante 2018, principalmente originados
por Salmonella Enteritidis y asociados al consumo de huevos y ovoproductos
(EFSAy ECDC 2019).
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En nuestro pais, con una tasa de notificacion del 33,21%, la salmonelosis no
tifoidea es también la segunda causa de enfermedad de transmision alimen-
taria solo por detras de Campylobacter spp (50,87%). Como ocurre a nivel
europeo, es la primera causa de brotes de transmision alimentaria, siendo los
huevos y derivados (79,1% de los brotes con identificacion del alimento) los
principales alimentos asociados a estos brotes (ISCIII, 2018).

En la Figura 1, se puede observar cémo en 2016 los casos por Salmone-
lla Typhimurium continuaron con la tendencia ascendente iniciada en 2011,
mientras que los causados por Salmonella Enteritidis aumentaron con res-
pecto al ano anterior en el que se habia producido un marcado descenso (IS-
Clll, 2018). En la Figura 2 se representan los aislamientos de Salmonella no
tifoidea notificados al SIM desde el afio 2007 hasta el 2016, donde se puede
apreciar como Salmonella Typhimurium ha superado en los ultimos anos a
Salmonella Enteritidis (ISCIIIl, 2017), a diferencia de Europa donde el serotipo
Enteritidis continua siendo el mas frecuente.

El dltimo informe del SIM recogio 5333 aislamientos de Salmonella no tifoidea,
siendo el grupo de edad de entre uno y cuatro afios el mas afectado (ISCIII,
2017). Las infecciones en nifos estan asociadas a guarderias infantiles y al
contacto con gatos y reptiles (Younus et al., 2007).

En febrero de 2004 se notificd un brote gastrointestinal en una guarderia de
Oviedo. La serotipificacion de un total de 27 aislamientos, procedentes de 22
pacientes de entre 3 meses y 3 afnos, mostré que todos ellos correspondian a
Salmonella Typhimurium. El andlisis de alimentos no fue posible porque no se
habian conservado desde el inicio del brote hasta su notificacion. No se des-
carto la via alimentaria como posible fuente de infeccién en los primeros casos
y una diseminacion fecal-oral en los casos subsecuentes (Bances et al., 2007).
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Figura 1. Casos de Salmonella en el periodo 2010-2016 (ISCIII, 2018)
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Figura 2. Distribucion por afo de los aislamientos de Salmonella no tifoidea notificados al
SIM en el periodo 2000-2016 (ISCIIl, 2017)

Dontsenko et al. (2008) describieron un brote de salmonelosis en una guarde-
ria de Estonia, donde 85 de los 94 afectados fueron nifios. Una sopa de pollo
resulto ser el probable vehiculo de infeccion.

En 2008, el Centro Nacional de Microbiologia de Espafa asocié al consumo
de una formula infantil lactea un brote de Salmonella Kedougou. De los 21 ca-
sos notificados, 19 fueron nifios menores de un afo (Rodriguez-Urrego et al.,
2010).

Desde enero de 2010 hasta julio de 2011 se produjo un brote supracomunita-
rio en Espafia. El 83% de los 289 casos declarados correspondia a lactantes
menores de un ano. Se identificaron como vehiculo de la infeccion del brote
dos leches maternizadas producidas por la misma empresa (ISCIIl, 2012).
Dentro de ese brote supracomunitario, uno de los brotes de gastroenteritis
tuvo lugar en una guarderia de Valladolid. Los 13 casos, con edades compren-
didas entre los cinco meses y los cinco afios, consumieron una de las formu-
las lacteas del mismo lote implicado en el brote a nivel nacional, contaminada
con Salmonella Poona (Roman et al., 2016).

Recientemente, se han notificado dos brotes por Salmonella Agona asociados
al consumo de férmulas infantiles. El primero afecté a 37 nifios con una edad
media de 4 meses a nivel nacional en Francia y dos casos fuera de sus fron-
teras, produciéndose uno de ellos en Espafa. Las cinco férmulas infantiles
asociadas con los casos se fabricaron en la misma empresa francesa (Jour-
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dan-da Silva et al., 2018). El segundo brote se produjo en varios paises, con
30 nifos afectados en Francia, uno en Luxemburgo y otro en Bélgica. Otra vez
Salmonella Poona ha sido la implicada y todos los casos consumieron formu-
las infantiles elaboradas en una empresa espafola que posteriormente se co-
mercializaron por una francesa. Sin embargo, la investigacién de Salmonella
Poona ha resultado negativa en todos los lotes de los productos sospechosos
fabricados en la empresa espafiola y tampoco se ha detectado en las mues-
tras ambientales de sus instalaciones (EFSA, 2019).

2.1.1.2 Listeria monocytogenes

Esta bacteria se describié por primera vez en 1926 por Murray tras un brote
epizoaotico en conejos y cerdos de guinea y fue denominada Bacterium mo-
nocytogenes (Murray et al., 1926). En 1940 pasé a denominarse Listeria mo-
nocytogenes (Pirie, 1940) que es la unica especie del género patégena para
el hombre y animales (Buchanan et al., 2017). Otras especies del género son
Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeriy Listeria welshimeri.

L. monocytogenes es un cocobacilo Gram positivo aerobio y anaerobio faculta-
tivo, no esporulado, catalasa positivo, oxidasa negativo (Ray y Bhunia, 2008).
Es movil por la presencia de hasta cinco flagelos peritricos, pero en cultivos
incubados entre 20°C y 30°C se observa un descenso de la motilidad (Peel et
al. 1988; Dons et al., 1992). A 37°C se produce una represion de los flagelos,
necesaria para alcanzar su maxima virulencia (Grundling et al., 2004).

L. monocytogenes es un microorganismo psicrotrofo cuya temperatura de cre-
cimiento oscila entre 0°C y 42°C, siendo la temperatura 6ptima de crecimiento
entre 30°C y 37°C. Ademas, es capaz de sobrevivir a temperaturas de conge-
lacion en alimentos como carne, lacteos, vegetales y pescado (Ray y Bhunia,
2008). Sin embargo, es un microorganismo sensible a tratamientos térmicos,
aunque la caracteristica de ser patdégeno intracelular le puede permitir resistir
temperaturas de pasteurizacion alta (72°C durante 15 segundos), tal y como
se demostro en el estudio de Doyle et al. (1987).

Este microorganismo puede multiplicarse en un amplio rango de pH (4,4 a
9,6), siendo el optimo 7,0 (Lado et al., 2007) y soporta concentraciones de
NaCl de hasta el 10% (m/v) (Vos et al., 2009). Asimismo, presenta un creci-
miento optimo con valores de aw 20,97, pudiendo multiplicarse en ambientes
con aw de 0,92, incluso sobrevivir en medios con una a  de 0,79 (Magalhaes
et al., 2014).

El género Listeria presenta una distribucion muy amplia. Se ha aislado en
suelos, productos vegetales, agua de bebida, aguas residuales, piensos de
animales, material fecal, carne de pollo, desechos de mataderos y ambientes
relacionados con el procesado de alimentos (Vos et al., 2011; Henriques et
al., 2014).

La listeriosis humana presenta una baja incidencia, pero posee una elevada
letalidad (20-30%) entre los individuos enfermos. Es especialmente grave en
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grupos de riesgo como son los ancianos, embarazadas, nifios de corta edad
y personas inmunocomprometidas, provocando sintomas gastrointestinales,
neuroldgicos y abortos (Lomonaco et al., 2015).

L. monocytogenes es transmitida normalmente por el consumo de alimen-
tos contaminados por esta bacteria (Mead et al., 1999; Swaminathan y Ger-
ner-Smidt, 2007). Aunque se han relacionado casos de listeriosis con alimen-
tos crudos (carne, pescado, vegetales, leche, etc.), los alimentos LPC son los
que estan mas implicados en brotes y casos esporadicos.

Una de las caracteristicas principales de L. monocytogenes es su capacidad
para formar biofilms. Se trata de un ecosistema dinamico en el cual los mi-
croorganismos se asocian, adheridos a una superficie, y forman una matriz
extracelular que les protege de factores externos (Hall-Stoodley et al., 2004).
Esta estrategia de persistencia en diferentes superficies, como acero inoxi-
dable, polimeros de plasticos, gomas o cristal, dificulta su eliminacion del
entorno de procesado mediante las operaciones de limpieza y desinfeccion
(Carpentier y Cerf, 2011). A menos de 20°C L. monocytogenes estimula la
biosintesis de los flagelos, que tienen un papel fundamental en la creacién de
biofilms (Vatanyoopaisarn et al., 2000).

En el informe de la EFSA de 2018 los casos confirmados de listeriosis aumen-
taron, a pesar de que el recuento de L. monocytogenes en pocas ocasiones
excedio los criterios de seguridad de la Union Europea (UE) para los alimen-
tos LPC analizados (EFSA 'y ECDC, 2019). La tendencia de casos confirma-
dos en el periodo 2014-2018 fue ascendente, y asi es previsible que continte
en 2019 cuando se anadan los datos del brote producido en Espafia asociado
al consumo de carne mechada (MSCBS, 2019). De los 216 afectados en este
brote, el 57% fueron mujeres con una edad media de 45,5 afos. 37 de ellas
eran mujeres embarazadas (dos de ellas tuvieron aborto, tres muerte fetal y 6
parto prematuro). La edad media en hombres fue de 50 afios.

Los brotes informados en Europa afectaron principalmente a mayores de 64
afnos (EFSA y ECDC, 2019), pero no hay que olvidar que los nifios de corta
edad se incluyen dentro de los grupos de riesgo. Alemania informé en 2015
del mayor brote de L. monocytogenes ocurrido en el pais, que afecté a 159
individuos de una guarderia con una fuerte asociacion con el consumo de una
mezcla de alimentos (pudin de arroz) (EFSAy ECDC, 2016).

La distribucion de los casos de L. monocytogenes en nuestro pais en 2000-
2016 se muestra en la Figura 3, observandose un aumento de casos en 2016
respecto a los afos anteriores (ISCIII, 2017). La distribucién por sexo y edad
para 2015-2018, siguid el patron habitual de esta enfermedad, afectando a los
grupos mas vulnerables como los recién nacidos, embarazadas y ancianos
(Figura 4) (ISCIll, 2019).

Otros datos de interés del informe de la EFSA, fueron el 15,6% de letalidad
y la baja deteccion del patégeno en los controles de vigilancia en productos
LPC: 2,7% en productos de la pesca, principalmente pescados ahumados
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Figura 3. Distribucién por afio de los casos por Listeria monocytogenes (2000-2016) (ISCIII, 2017)
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Figura 4. Tasas de incidencia media de listeriosis segun la edad y el sexo (2015-2018) (ISCIII, 2019)

en frio o en caliente; 1,4% en carne y productos carnicos; inferior al 0,8% en
quesos de pasta semi-blanda y blanda, y menos del 0,5% en quesos duros
(EFSAy ECDC, 2019).

Hay que destacar que los ultimos casos de listeriosis en Europa (EFSA, 2018)
y en otros paises no europeos (Buchanan et al., 2017) han sido vehiculados
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por frutas y vegetales. En estos alimentos la presencia es mayor en ciertos
productos como pueden ser la fruta precortada y envasada o las ensaladas
LPC (Badosa et al., 2008). También son de interés otros tipos de alimentos
de consumo mas habitual en los ultimos afios, como los sandwiches, platos
preparados o productos de pasteleria con cremas (Ricci et al., 2018).

2.1.1.3 Cronobacter spp.

Esta bacteria se considerd una variante de Enterobacter cloacae hasta 1980,
momento en el que recibié el nombre actual en honor al bacteriol6go japonés
Riichi Sakazakii. En 2008, se propuso su reclasificacion creando el género
Cronobacter con 4 especies, 2 subespecies y una genomoespecie. Posterior-
mente, nuevas especies se han anadido al género, siendo en la actualidad
siete: C. condimenti, C. dublinenensis, C. malonaticus, C. muytjensii, C. saka-
zakii, C. turicensis y C. universalis (Iversen et al., 2008; Joseph et al., 2012).

Cronobacter es un Gram negativo perteneciente a la familia de las Enterobac-
teriaceae, anaerobio facultativo, no esporogénico, catalasa positivo, oxidasa
negativo y moévil con flagelos peritricos. Es osmotolerante y mesofilo, con ca-
pacidad para crecer en un rango de temperaturas entre 5,5°C y 45°C. (Fiore
et al., 2008).

C. sakazakii es la especie mas representativa y de interés sanitario del género
Cronobacter. Es un patdégeno oportunista que provoca infecciones en bebés
y nifios. Los brotes de origen alimentario afectan principalmente a neonatos
causandoles septicemia, meningitis o enterocolitis necrotizante, con una mor-
talidad que supera el 50% (Arseni et al., 1987; Simmons et al., 1989; Lai,
2001). Estas infecciones se han asociado principalmente con el consumo de
leches infantiles deshidratadas (Van Acker et al., 2001; Himelright et al., 2002;
Caubilla-Barron et al., 2007), por lo que su presencia en estos productos se
ha estudiado profundamente.

En 2018, la prevalencia de C. sakazakii en las 1111 muestras de alimentos
analizadas en paises europeos fue del 1,5%, detectandose en una formula
infantil deshidratada, en dos alimentos para nutricién especial para lactantes
y nifios y las otras 14 en leche y cereales en polvo (EFSAy ECDC, 2019).

Las formulas infantiles deshidratadas son consideradas la fuente y vehiculo
principal, pero Iversen y Forsythe (2004) aislaron C. sakazakki en un amplio
rango de alimentos como vegetales, carnes, quesos, hierbas y especias. Asi-
mismo, la revision realizada por Friedemann (2007) de las publicaciones so-
bre la presencia de C. sakazakii en comidas y bebidas diferentes a férmulas
infantiles en polvo, demostro la presencia de la bacteria en productos frescos,
congelados, LPC, fermentados y cocinados.

Ademas, C. sakazakii también puede causar infeccion en otros grupos de
edad, principalmente ancianos y adultos inmunocomprometidos (Ray et al.,
2007; See et al., 2007), aunque también se ha publicado un brote de gastroen-
teritis en adolescentes estudiantes (Yong et al., 2018).
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Otro aspecto importante en su epidemiologia es su persistencia en ambientes
de produccién alimentaria (Kandhai et al., 2004; Mullane et al., 2007; Killer et
al., 2015). Esto es debido, en gran medida, a su habilidad para formar biofilms
y protegerse de los factores ambientales externos (Ling et al., 2020).

Todos estos nuevos enfoques en el estudio de su epidemiologia han reacti-
vado la investigacién de Cronobacter spp. en otros productos diferentes a las
férmulas infantiles por todo el mundo. Las lineas de investigacion actuales se
centran en alimentos LPC y de venta al por menor (Baumgartner et al., 2009;
Hochel et al., 2012; Akineden et al., 2015; Mohammed et al., 2015; Xu et al.,
2015; Vojkovska et al., 2016; Brandao et al., 2017; Ueda, 2017; Ling et al.,
2018; Fei et al., 2018; Vasconcellos et al., 2018; Aksu et al., 2019). En todos
ellos se ha detectado C. sakazakii por o que se confirma su potencial riesgo
para el consumidor.

2.1.2. Microorganismos indicadores de higiene del proceso

Los indicadores de calidad microbioldgica se utilizan habitualmente para eva-
luar la inocuidad del alimento y las condiciones generales higiénicas de un
alimento o ambiente.

El Reglamento (CE) n.° 2073/2005 no establece criterios de higiene del pro-
ceso limites para las comidas preparadas. Para este tipo de alimentos se
pueden emplear referencias de normativas estatales, autonémicas o loca-
les, legislacion derogada (como las normas microbioldgicas del Real Decre-
to 3484/2000), guias de organismos publicos o del sector de la restauracion
colectiva o recomendaciones de la literatura cientifica, como por ejemplo los
limites de referencia establecidos a partir de un estudio colaborativo en Italia,
que se recogen en la Tabla 1 (Tonucci et al., 2005).

Tabla 1. Limites microbioldgicos de referencia (log UFC/g) de los indicadores de higiene del
proceso para definir la aceptacion de las muestras de alimentos (Tonucci et al., 2005).

Tipo de alimento AMT EB EC ECP
Primer plato 4,0 2,7 1,0 1,7
Segundo plato (carne o pescado) 5,0 3,7 1,0 1,7
Segundo plato refrigerado 5,0 3,7 1,0 1,7
Verduras y otras hortalizas N/A 3,0 2,0 2,7
Verduras cocinadas 50 2,7 1,0 1,7
Huevos fritos o cocinados 4,0 2,7 1,0 1,7
Ensalada de carne o pescado 55 3,0 1,0 2,0
Ensalada de pasta o arroz 57 3,0 1,0 2,0
Pizza 6,0 3,0 1,7 2,0
Pan 4,0 2,0 1,0 1,7

N/A: No aplica

AMT: Aerobios mesofilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E. coli. ECP: Estafilococos coagu-
lasa positivos.
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2.1.2.1 Aerobios mesofilos totales

Este indicador incluye las bacterias, mohos y levaduras capaces de desarro-
llarse entre los 20°C y los 45°C, y se usa para tener una idea general de la
calidad microbiologica del alimento y de las condiciones de manipulacion.

No obstante, tiene la limitacion de que no puede utilizarse en alimentos some-
tidos a fermentacion, puesto que el alto numero de microorganismos obedece
unicamente a su proceso productivo (Adams y Moss, 2007).

2.1.2.2 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae engloba 44 géneros y 176 especies de bac-
terias, y su numero continua creciendo (Garrity et al., 2006). Son bacterias
ubicuas e implicadas en el deterioro de alimentos. Algunas de ellas son paté-
genas para el ser humano, plantas, animales terrestres y marinos (Lindberg
et al., 1998).

El uso de las enterobacterias como indicador de calidad microbiolégica de los
alimentos esta aumentando debido a que el uso exclusivo de coliformes y co-
liformes fecales puede originar una falsa sensacion de seguridad, si la mayor
parte de la contaminacion proviene de microorganismos lactosa negativos.
Este grupo de microorganismos incluye a patégenos como Salmonella, Shi-
gella 'y algunas cepas enteroinvasivas de Escherichia coli como 0124 (Adams
y Moss, 2007).

Ademas, la familia Enterobacteriaceae incluye géneros de origen no fecal
como Erwinia y Serratia, frecuentemente asociados a plantas, por lo que pue-
den dar mas informacion sobre la calidad microbiolégica del producto (Garrity
et al., 2006).

2.1.2.3 Coliformes totales

La clasificacion de estos microorganismos ha sido controvertida durante dé-
cadas. Leclerc et al. (2001) propusieron tres categorias: termdfilos, que se ca-
racterizan por fermentar lactosa a 44-45°C e incluye al unico indicador fiable
de contaminacion fecal (Escherichia coli) y a otros géneros como Klebsiella,
Enterobactery Citrobacter, que pueden provenir de material fecal y otras fuen-
tes ambientales; termdfilos y ubicuos, coliformes con varios origenes ambien-
tales como suelo, agua, vegetacion, insectos, etc. (Klebsiella, Enterobacter 'y
Citrobacter); y psicrotrofos, que son estrictamente ambientales y capaces de
fermentar lactosa a temperaturas de refrigeracion y no crecen por encima de
38°C (Klebsiella, Enterobacter y Serratia).

Los coliformes son bacilos Gram negativos, aerobios 0o anaerobios facultati-
VOS, NO esporogénicos, que fermentan la lactosa con producciéon de acido y
gas a 32-35°C (Davidson et al., 2004).

El hallazgo de recuentos altos de coliformes, como indicador directo o indirec-
to de contaminacion fecal, refleja falta de higiene en la manipulacion, almace-
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namiento o contaminacion posterior al procesado. Ademas, son indicadores
de posible presencia de patégenos entéricos (E. coli O157:H7, K. oxytoca, C.
freundii) en agua, productos lacteos, pescados y otros alimentos.

2.1.2.4 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae que forma par-
te de la microbiota del tracto digestivo de humanos y animales homeotermos,
asi como uno de los patégenos mas importantes. Fue descrita por primera vez
en 1885 por el bacteridlogo aleman Theodore von Escherich y la demonimé
Bacterium coli commune. No fue hasta 1954 cuando recibio su actual denomi-
nacion, Escherichia coli, en honor a su descubridor (Croxen et al., 2013).

Inicialmente, E. coli se clasific6 mediante identificacion serolégica en base a
los antigenos somatico O (lipopolisacarido), F (flagelar) y K (capsular) (Kau-
ffmann y Henig, 1947). Actualmente, se acepta la clasificacion basada en
los factores de virulencia y sintomas clinicos del hospedador, existiendo al
menos siete patotipos (grupo de cepas de la misma especie que causan una
enfermedad comun) entéricos de E. coli: enteropatogénica (EPEC), entero-
hemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC),
de adherencia difusa (DAEC), enteroinvasiva (EIEC) y de adherencia inva-
siva (AIEC) y 3 patotipos extraintestinales: uropatogénica (UPEC), asociada
a meningitis neonatal (NMEC) y patogénica aviar (APEC) (Allocati et al.,
2013).

Para el grupo de EHEC se ha recomendado el uso del término STEC (Shi-
ga-Toxin E. coli), porque producen una toxina citotdéxica para células vero de
similitud estructural a la toxina producida por Shigella dysenteriae. Ciertos ti-
pos de E. coli, como el O157:H7 pueden producir verotoxinas o Shiga-toxinas
causando un cuadro clinico grave. Ademas de E. coli O157:H7 se han identi-
ficado otros 6 serotipos productores de STEC: E. coli 026, 045, 0103, O111,
0121 y O145 (Bertoldi et al., 2018).

E. coli es un coliforme capaz de crecer tanto en aerobiosis como en anaero-
biosis y es inmovil o movil gracias a flagelos peritricos. Crece preferiblemente
a 37°C y también favorece su proliferacion un pH de 7,2y una a de 0,99. Es
oxidasa negativo, facilmente cultivable en medios selectivos (p. ej. agar Mac-
Conckey) donde fermenta la glucosa y la lactosa produciendo un cambio en el
pH que es utilizado para diferenciar entre cepas fermentadoras y no fermen-
tadoras de lactosa (Croxen et al., 2013).

La epidemiologia de E. coli varia dependiendo de las cepas implicadas. La
transmision de STEC es fecal-oral y la dosis infectiva es muy baja. El principal
reservorio es el ganado vacuno tanto de carne como lechero y también se ha
aislado en otros animales (Gyles, 2007). También se han publicado investiga-
ciones sobre brotes tras exposicion ambiental al sobrevivir en el suelo varios
meses (Bolton et al., 2011) o en heces de animales de abasto durante varias
semanas (Williams et al., 2008).
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Los alimentos y agua contaminados también son responsables de brotes ali-
mentarios debidos a STEC. En los Estados Unidos (EE. UU.) se estimo que el
68% de los brotes de O157:H7 y el 82% de los STEC no-0O157 estaban rela-
cionados con alimentos (Scallan et al., 2011). La carne se puede contaminar
por las heces de animales en el matadero y los vegetales durante el uso de
fertilizantes o agua de riego contaminados (Solomon et al., 2002). Los princi-
pales alimentos implicados son hamburguesas insuficientemente cocinadas,
salchichas, leche sin tratamiento térmico y sus derivados, lechuga, espinacas
y coles (Chauret, 2011). La transmision persona a persona también se ha
descrito y adquiere gran relevancia en el caso de manipuladores de alimen-
tos asintomaticos (Stritt et al., 2013). Las infecciones provocadas por STEC
fueron la tercera zoonosis mas frecuente en la UE en 2018 (EFSA y ECDC,
2019).

En el caso de las cepas EPEC, no hay reservorio ambiental y las infecciones
suelen ocurrir via fecal-oral a través de superficies contaminadas y con me-
nor frecuencia a través de alimentos o agua contaminados (Nataro y Kaper,
1998). Los humanos son los unicos reservorios y la fuente mas probable son
los nifios asintomaticos (Levine y Edelman, 1984). La dosis infectiva es mas
alta, entre 108-10'° UFC/g (Levine et al., 1978).

La presentacién clinica también varia en funcion de la cepa causante. Las
diarreas en niflos son provocadas principalmente por EPEC, EAEC y DAEC y
esporadicamente por EIEC. Suele ir acompafada de fiebre, vomitos y deshi-
dratacion (Nataro y Kaper, 1998).

La diarrea mas grave es la producida por la colitis hemorragica causada por
STEC, que puede derivar en el sindrome urémico hemolitico. En los mas pe-
quefios puede causar fracaso renal, anemia hemolitica e incluso pérdida de la
funcidén renal, y en los ancianos, ademas, purpura trombocitopénica (Bertoldi
et al., 2018). En la primavera de 2011, STEC O104:H4 infecté a mas de 4000
individuos, principalmente en Alemania, provocando mas de 900 casos de
sindrome urémico hemolitico (Buchholz et al., 2011).

2.1.2.5 Estafilococos coagulasa positivos

Los estafilococos coagulasa positivos pueden considerarse un indicador de
higiene personal y de buenas practicas de manipulacion, aunque también este
grupo es considerado un patdégeno alimentario. La intoxicacion estafilococica
es una de las enfermedades de transmisién alimentaria mas frecuente en todo
el mundo, que resulta de la ingestidon de la enterotoxina estafilococica prefor-
mada en el alimento por cepas enterotoxigénicas de estafilococos coagulasa
positivos, principalmente Staphylococcus aureus (Hennekinne et al., 2009; Ar-
gaw y Addis, 2015).

En contraposicién, los estafilococos coagulasa negativos no suelen ser pato-
génicos y se consideran patégenos oportunistas, como por ejemplo Staphylo-
coccus epidermidis causante de infecciones nosocomiales en recién nacidos
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(Cheung and Otto, 2010). Ocasionalmente pueden estar implicados en brotes
de toxiinfecciones alimentarias (Veras et al., 2008).

Staphylococcus aureus debe su nombre al cirujano escoceés, Sir Alexander
Ogston, quien en 1881 observoé una agrupacion de cocos con forma de racimo
de uvas (staphyle: racimo de uvas en griego) en cultivos. En 1884, Rosenbach
acepto, desde un punto de vista taxondmico, el nombre asignado por Ogston
y realizé la primera descripcion del género Staphylococcus (Bergdoll y Lee
Wong, 2006; Todar, 2008). En 1914, Barber asoci6 la intoxicacion estafilo-
cécica a una toxina producida por Staphylococcus al relacionar los sintomas
provocados por el consumo de leche no refrigerada de una vaca con mastitis
con el crecimiento en la leche de Staphylococcus que fueron aislados también
en la mastitis (Crabtree y Litterer, 1934).

Staphylococcus spp. pertenece a la familia Micrococcaceae. La primera cla-
sificacion la establecié Baird-Parker en base a pruebas fisiolégicas y bio-
quimicas, centradas principalmente en la habilidad de producir coagulasa,
fermentar manitol (aerdbica y anaerdbicamente), producir endonuclesas es-
tables térmicamente y por la composicion de la pared celular (Baird-Parker,
1974).

A esa clasificacion le sucedié la realizada por Kloos y Schleifer (1975), au-
mentando las especies hasta 32 en 1994 (Holt et al., 1994). En la actualidad
existen mas de 50 especies y subespecies de Staphylococcus, de los que 7
son estafilococos coagulasa positivos: S. aureus ssp. aureus, S. aureus ssp.
anaerobius, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. schleiferi ssp.
coagulansy S. lutrae (Hennekinne et al., 2012).

Desde la primera clasificacion de las enteretoxinas de estafilococos por Berg-
doll et al. (1959), se han descrito 22 enterotoxinas diferentes. Las enteretoxi-
nas SE-A, B, C, D y E son las que mas frecuentemente se asocian a intoxica-
ciones estafilococicas (Hennekinne et al., 2012).

S. aureus es un coco Gram positivo no movil, anaerobio facultativo, coagulasa
positivo, catalasa positivo y oxidasa positivo. En cuanto a su temperatura de
crecimiento se considera un meséfilo con un rango que oscila de 7°C a 48°C
(t optima: 30-37°C). El rango de pH abarca desde 4,2 a 9,3 (pH 6ptimo: 7,0-
7,5). Este microorganismo sobrevive a la desecacion, tolerando altas concen-
traciones de sal (>15% NaCl) y una a  de 0,8 (Argaw y Addis, 2015).

A pesar de no producir esporas y ser un microorganismo termosensible, su
patogenicidad reside en su ubiquidad, resistencia a los antibiéticos y la pro-
duccion de una toxina altamente termorresistente (100°C/30 minutos) y resis-
tente a las enzimas del tracto digestivo (Le Loir et al., 2003).

Los principales reservorios son los animales y los humanos. Esta presente
en las fosas nasales y garganta, pelo y en la piel de la mitad de los indivi-
duos sanos. También se puede encontrar en el aire, polvo, agua y desechos
animales y humanos (Bergdoll y Lee Wong, 2006). El principal vehiculo de
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transmision son los manipuladores de alimentos, aunque las superficies y
equipos contaminados también son fuentes de contaminacién (Bennet y
Monday, 2003).

Cualquier alimento es un buen medio de crecimiento para S. aureus. Los ali-
mentos mas comunmente implicados en brotes alimentarios son carne y pro-
ductos carnicos, huevos, ensaladas de atun, pollo, huevo, patata y macarro-
nes, productos de reposteria, y leche y productos lacteos (Bennet y Monday,
2003; Bergdoll y Lee Wong, 2006).

La intoxicacion estafilococica sucede cuando se ingieren enterotoxinas pro-
ducidas en alimentos mantenidos a una temperatura inadecuada (entre 7,2°C
y 60°C). Los sintomas aparecen rapidamente (2-6 horas), produciendo nau-
seas, vomitos, dolor abdominal y postracion. La recuperacion tiene lugar nor-
malmente a las 48 horas. Pueden darse casos mas severos, si bien la muerte
rara vez ocurre en las poblaciones de riesgo (ancianos, inmunocomprometi-
dos lactantes y nifios de corta edad) (Bennet y Monday, 2003).

En 2005, los EE. MM. informaron por primera vez a la EFSA de brotes por en-
terotoxina estafilocécica, con un total de 36 brotes causados por este agente.
En el informe de la EFSAy ECDC, de las casi 4000 muestras analizadas por
paises europeos en 2018, se observé una prevalencia de enterotoxina estafi-
locécica del 1,2%. De las 46 muestras positivas, 24 correspondieron a leche y
derivados lacteos, y las otras 22 a diversos alimentos (ensaladas LPC, sand-
wiches y otros platos preparados a base de pasta, vegetales, patata y carne)
(EFSAy ECDC, 2019).

2.1.3 Métodos de deteccion y cuantificaciéon de microorganismos

Los analisis microbiolégicos son una herramienta esencial para garantizar la
seguridad alimentaria en la cadena alimentaria. Tanto las autoridades de con-
trol oficial como los operadores de la industria alimentaria realizan analisis
microbioldgicos para evaluar el cumplimiento de los criterios microbiologicos
definidos legalmente y para verificar la eficacia de los sistemas de autocontrol
(Jasson et al., 2010).

2.1.3.1 Métodos de referencia

Los métodos estandarizados, por ejemplo las normas de la Organizacion In-
ternacional de Normalizacion (ISO, International Organization for Standardi-
zation), son considerados los métodos analiticos de referencia para el control
oficial de los criterios microbiolégicos establecidos en el Reglamento (CE) n.°
2073/2005. La mayoria de estos métodos armonizados y consensuados por
expertos y organismos internacionales, se basan en la microbiologia tradicio-
nal o clasica consistente en la utilizacion de medios de cultivo (caldos nutri-
tivos 0 medios sélidos de agar) selectivos para el crecimiento, aislamiento o
recuento del microorganismo diana, a la vez que inhiben el crecimiento de la
biota no diana (Jasson et al., 2010; Rohde et al., 2017).
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El método convencional utilizado para la deteccion (presencia/ausencia) de
microorganismos patdégenos se suele dividir en cuatro fases (Boer y Beumer,
1999):

* Preenriquecimiento: incubacion durante unas horas en un medio no se-
lectivo para permitir la revivificacion y un crecimiento limitado (10%-10*
UFC/ml) del microorganismo diana.

* Enriquecimiento: incubacion en medio selectivo para suprimir el creci-
miento de la biota competitiva y favorecer la multiplicacion del organismo
diana a concentraciones altas (104-10¢ UFC/ml).

« Aislamiento: incubacion en un medio de agar selectivo y diferencial.

» Confirmacién: a través de un numero definido de pruebas morfolégicas
(color, pigmentacion, etc.), fisioldgicas, bioquimicas (p. ej. catalasa, indol,
coagulasa, etc.) y serologicas (aglutinacion).

Los métodos de recuento de colonias en placa son los métodos convenciona-
les por excelencia para el recuento de bacterias en alimentos. En este tipo de
meétodos el numero total de bacterias de un producto alimentario se determina
realizando varias diluciones seriadas de la muestra, que se siembran en un
medio solido de crecimiento. El recuento se realiza después de la incubacion
a una temperatura y condiciones atmosféricas (aerobiosis, anaerobiosis 0 mi-
croaerobiosis) determinadas para el microorganismo diana que sera visible a
simple vista (Jasson et al., 2010).

Cuando se esperan recuentos bajos (<50 UFC/g), se puede estimar el numero
de microorganismos de un alimento a través del método del numero mas proba-
ble (NMP) descrito por McCrady en 1915. Se preparan al menos tres diluciones
consecutivas y se transfieren a 9 6 15 tubos con el medio liquido apropiado
para el crecimiento del microorganismo estudiado segun se emplee el método
de tres o cinco tubos, respectivamente. Tras la incubacion a una temperatura y
tiempo establecidos, se cuenta el numero de tubos positivos (atributo especifico
de la poblacién en el medio de crecimiento) y negativos para cada dilucion. Fi-
nalmente, al calcular la probabilidad de que los tubos no hayan recibido ninguna
célula, se puede estimar el NMP de microorganismos de la muestra inicial con
la ayuda de una tabla estadistica (Jasson et al., 2010).

Los métodos de microbiologia tradicional estan ampliamente aceptados al es-
tar amparados por estudios colaborativos de laboratorios independientes. Se
conoce la composicidn de sus medios de cultivo, las técnicas estan descritas
detalladamente y los materiales se pueden adquirir a través de multiples pro-
veedores. Ademas, la infraestructura no es costosa y el material fungible es
relativamente barato (Jasson et al., 2010).

La normativa alimentaria vigente en la UE (Reglamento (CE) n.° 2073/2005,
modificado por el Reglamento (CE) n.° 1441/2007) establece métodos analiti-
cos de microbiologia tradicional como métodos de referencia para el analisis
de microorganismos en productos alimenticios (Tabla 2).
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Tabla 2. Métodos de referencia de los criterios de seguridad alimentaria y criterios de higiene
del proceso.

Criterios microbiolégicos

Microorganismo/sus toxinas, Método analitico de referencia’

metabolitos

Listeria monocytogenes EN/ISO 11290-1 o 22

Salmonella spp. EN/ISO 6579
Cronobacter sakazakii ISO/DTS 22964
Escherichia coli ISOTS 16649-1,20 3
Enterotoxinas estafilococicas Método europeo de deteccion del LCR para la leche?®
Recuento de colonias aerobias ISO 4833
Enterobacterias ISO 21528-2
Estafilococos coagulasa positivos EN/ISO 6888-1 0 2
Presunto Bacillus cereus EN/ISO 79322

' Se utilizara la ultima versién de la norma.

2 Sobre una placa Petri de 140 mm de diametro o tres placas Petri de 90 mm de diametro se
siembra 1 ml de inéculo.

3 Hennekinne et al. (2003).

Fuente: Reglamento (CE) n.° 2073/2005, modificado por el Reglamento (CE) n.° 1441/2007.

2.1.3.2 Métodos alternativos

A pesar de que los métodos de cultivo clasicos son el “gold standard”, pre-
sentan limitaciones como su laboriosidad y lentitud que pueden retrasar la ob-
tencion de resultados. Su eleccion puede estar inducida por falta de recursos
para otras alternativas, de personal capacitado y de infraestructuras adecua-
das (Mandal et al., 2011; Law et al., 2014).

La industria alimentaria y las autoridades sanitarias demandan métodos al-
ternativos que proporcionen resultados comparables y rapidos (Jasson et al.,
2010; Wiedmann et al., 2014). En este sentido, se han desarrollado métodos
alternativos, también conocidos como “métodos rapidos”, al reducir el tiempo
en obtener el resultado de un analisis microbiolégico. Permiten también el
analisis multiple de muestras y la posibilidad de automatizar el trabajo en el
laboratorio (Fung, 1994; Feng, 1996).

Los métodos alternativos estan basados principalmente en el cultivo, en la
inmunologia o en la biologia molecular. Otras técnicas disponibles son los mi-
croarrays (Kostrzynska y Bachand, 2006), la espectrometria de masas (San-
drin et al., 2013) y los biosensores (Duffy y Moore, 2017) para la deteccion de
microorganismos, incluso para la identificacion, caracterizacion y genotipado
de las bacterias aisladas. Estos métodos alternativos, sean patentados o vali-
dados internamente por un laboratorio, también son aceptados para el analisis
oficial si aseguran la sensibilidad y veracidad de los resultados a través de un
estudio de validacion (Jasson et al., 2010).
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2.1.3.2.1 Métodos alternativos para el recuento de microorganismos

2.1.3.2.1.1 Automatizacion

La automatizacién de los métodos de recuento puede ser muy util para reducir
el tiempo empleado en un ensayo analitico, ya sea en la preparacion de me-
dios, de diluciones seriadas, recuento de colonias, etc. La eficiencia y numero
de muestras procesadas se puede mejorar con maquinas para la preparacion
de agar, diluidores gravimétricos, contadores de colonias automaticos, etc.
(Glynn et al., 2006).

2.1.3.2.1.2 Medios de aislamiento cromogeénicos y fluorogénicos

El reconocimiento de colonias presuntivas se ha facilitado con la introduccion
de medios cromogénicos Yy fluorogénicos. Estos medios contienen sustratos
de enzima ligados a un cromogeno (reaccion colorimétrica), fluorégeno (re-
accion fluorescente) o una combinacion de ambos. La poblacién diana se ca-
racteriza por una actividad enzimatica que metaboliza el sustrato (azucares
0 aminoacidos) y produce un cambio de color en el medio o de fluorescencia
bajo luz ultravioleta (Manafi, 1996).

La incorporacion de estos sustratos enzimaticos en un medio selectivo puede
eliminar la necesidad de realizar mas fases de cultivos o pruebas bioquimicas
para identificar a un microorganismo (Greenwood et al., 2005; Schonenbru-
cher et al., 2008).

Diferentes casas comerciales comercializan medios cromogénicos y/o fluoro-
geénicos validados y algunos medios cromogénicos, como por ejemplo ALOA
(Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti) y TBX (Tryptone-bile-X-glu-
curonide), estan incluidos en métodos de referencia (ISO 11290 e ISO 16649,
respectivamente).

2.1.3.2.1.3 Medios de cultivo modificados

Algunos de los métodos de cultivo modificados estan basados en métodos de
recuento de colonias en placa (p. ej. 3M™ Petrifilm™, Compact Dry®), mien-
tras que otros se basan en el principio del método NMP (p. ej. TEMPO®,
SimPlate®):

3MTM PetrifilmTM (3MTM)

3M™ Petrifilm™ es un sistema de placas listo para usar con una composicion
especifica para cada placa dependiendo del microorganismo sembrado. El
medio de cultivo esta depositado en un film de plastico en lugar de en una
placa de Petri, lo que aporta un ahorro de espacio en el almacenamiento y du-
rante la incubacién en la estufa. Tras la incubacion a la temperatura y tiempo
requeridos por el microorganismo, las colonias tipicas se cuentan manual o
automaticamente (Ginn et al., 1986)
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Compact Dry® (Nissui Pharmaceutical Co., LTD)

Compact Dry® son unas placas de plastico miniaturizadas que contienen nu-
trientes deshidratados y componentes diferenciales faciles de usar. Al igual
que las placas 3M™ Petrifilm™, son delgadas, ligeras y faciles de usar. El
principio se basa en sustratos cromogénicos especificos e indicadores redox
que tras la incubacién se descomponen en productos coloreados por el meta-
bolismo de los microorganismos y facilitan su interpretacion (Ellis y Meldrum,
2002).

SimPlate® (BioControl Systems)

El método SimPlate®, para la estimacion del NMP de microorganismos en
alimentos y agua, esta basado en la tecnologia multiple enzimatica (MET™,
Multiple Enzyme Technology™) de Laboratorios IDEXX.

La placa tiene 84 pocillos que se rellenan con un medio de cultivo liquido que
contiene sustratos enzimaticos unicos para cada enzima bacteriana diferente.
La interaccion de las enzimas bacterianas con el sustrato provoca una sefal
(fluorescencia con luz ultravioleta de 365 nm). Después de la incubacion, el
numero de pocillos que emiten fluorescencia se convierte en un NMP utilizan-
do la tabla incluida con el producto. Las reacciones bioquimicas requieren un
numero mas bajo de microorganismos para producir el cambio de color que
las placas de agar y la gran cantidad de pocillos proporciona niveles de con-
fianza del 95% de precision. El rango de recuento va de menos de 1 a 738
UFC por placa, es decir, mas del doble de una placa de siembra por vertido
estandar (Beuchat et al., 1998; Townsend y Naqui, 1998).

TEMPO® (bioMérieux)

El sistema TEMPO® es una técnica automatizada del método de recuento del
NMP, que consiste en un vial con el medio de cultivo y una tarjeta especificos
para el parametro que se quiere evaluar. Para la ejecucion de la técnica es
necesario un equipo especifico y un software exclusivo para la preparaciéon y
lectura de las tarjetas.

El ensayo comienza con la hidratacion del medio de cultivo liofilizado y la
suspension de la muestra diluida a analizar. La estaciéon TEMPO® Filler trans-
fiere el medio inoculado a la tarjeta, que estd compuesta por 3 filas de 16
pocillos con una unidad logaritmica de diferencia, en lugar de los tres o cinco
tubos clasicos, lo que lo convierte en un método de cuantificacidn mas preciso
que el método NMP tradicional. Una vez selladas las tarjetas en la estacion
TEMPO® Filler se incuban a la temperatura y tiempo requeridos por cada
microorganismo. El microorganismo diana se multiplica en el medio de cultivo
y los metabolitos producidos durante el crecimiento generan una senal de
fluorescencia (pocillos positivos), que es interpretada estadisticamente con el
método del NMP por la estacion TEMPO® Reader. El rango de recuento es de
10 2 4,9 x 10* UFC/ml o de 100 a 4,9 x 10° UFC/mI dependiendo del microor-
ganismo (Paulsen et al., 2006; Kunicka, 2007; Paulsen et al., 2008).

38



Tesis Doctoral
Diego Lozano Benito

2.1.3.2.1.4 Recuento basado en métodos bioquimicos

Impedanciometria

Este método se basa en la medida de la impedancia o resistencia al flujo de
una corriente alterna. La bacteria que esta creciendo activamente en un medio
de cultivo produce productos finales con carga positiva o negativa que causan
variaciones de impedancia en el medio. Estos cambios de conductividad eléc-
trica son proporcionales a la actividad metabdlica y, por tanto, al crecimiento
bacteriano (Yang y Bashir, 2008; Labrador et al., 2018a, 2018b).

Bioluminiscencia ATP

Esta técnica mide la emision de luz producida por la reaccion enzimatica entre
la luciferasa y sus dos sustratos, luciferina y ATP microbiano. La luz generada
(medida en URL, unidades relativas de luz) es proporcional a la concentracion de
ATP de la muestra, lo que permite hacer una estimacion del numero de microor-
ganismos en la muestra original. Las curvas de calibracién se deben establecer
para cada tipo de alimento o superficie y correlacionan la medida de ATP con el
recuento microbiano, para concentraciones bacterianas mayores de 10* UFC/g.

La bioluminiscencia ATP se emplea principalmente para estimar la higiene de
las superficies como un rapido indicador de la carga microbiana y otros restos
organicos (Fukuda et al., 2005; Chen y Godwin, 2006).

2.1.3.2.1.5 Recuento basado en métodos microscopicos

Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico cuantitativo que detecta las ca-
racteristicas fisicas y quimicas de las células al pasar por un haz de luz. La
intensidad de la sefal Optica de fluorescencia generada se correlaciona con
parametros celulares estructurales y funcionales. Con la ayuda de pigmentos
fluorescentes (p. ej. SYTO 9) se puede evaluar la viabilidad celular a través de
diferentes propiedades celulares (actividad metabdlica, integridad de la mem-
brana, biosintesis de macromoléculas, etc.) (Jasson et al., 2010).

Esta técnica tiene aplicabilidad principalmente en sustancias liquidas y es muy
utilizada en la industria lactea, para la cual se desarroll6 el método Bactoscan
8000 (Gunasekera et al., 2003).

Miscroscopia de epifluorescencia directa sobre filtro (DEFT, Direct Epifluores-
cent Filter Technique)

Esta técnica se basa en filtrar una muestra pretratada (detergentes y enzimas
proteoliticas) a través de una membrana de policarbonato. Las bacterias que
se recogen y concentran sobre la membrana son tefiidas con un colorante
fluorescente y se cuentan con un microscopio con una fuente de luz incidente
(epifluorescencia). La DEFT se automatiza conectando el microscopio a un
computador analizador de imagenes (Pettipher et al., 1992).
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2.1.3.2.1.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction) en tiempo real

La base de todos los métodos moleculares es la amplificacion de una o varias
copias de una secuencia especifica de ADN, gracias a la accion de la enzima
ADN polimerasa y la repeticion de un ciclo térmico de tres etapas: desnaturali-
zacion del ADN molde, hibridacién de los cebadores y elongacién. Estas fases
se repiten n numero de veces o ciclos (entre 20 y 40 veces), amplificandose el
ADN de una manera exponencial.

En la técnica de PCR en tiempo real, la amplificacion tiene lugar en el interior
de un termociclador, donde se realiza la medicion del incremento de la inten-
sidad de una senal fluorescente en tiempo real (Rijpens y Herman, 2002). El
sistema de deteccion de fluorescencia puede ser un agente intercalante (p. e;.
SYBR) o sondas de fluorescencia. Las sondas de hidrélisis (TagMan®), que
emiten la sefial de fluorescencia al final de la etapa de elongacion, son las
sondas de fluorescencia mas utilizadas en la PCR en tiempo real (Popping et
al., 2010).

Para cuantificar microorganismos mediante esta técnica se debe realizar una
curva de calibracidon estandar de ADN. Esto se consigue con diluciones seria-
das de ADN diana de concentracion conocida que se analizan mediante PCR
en tiempo real y permite correlacionar los valores de los ciclos de cuantifica-
cion (Ct, cycle treshold) con las copias de ADN de los extractos. En el analisis
de una muestra, el Ct es inversamente proporcional a la cantidad inicial de
ADN diana presente en la muestra (Popping, et al., 2010).

Se han publicado estudios de cuantificaciéon mediante PCR en tiempo real de
L. monocytogenes en carne (Rodriguez-Lazaro y Hernandez, 2006; Rantsiou
etal., 2008; Liu et al., 2015), de S. aureus (Alarcon et al., 2006) y de Campylo-
bacter spp. (Botteldoorn et al., 2008). Sin embargo, el limite de cuantificacion
se situa entre 10° y 10* UFC/g, superior a lo establecido por la legislacion para
algunos patogenos (p. ej. L. monocytogenes <100 UFC/g). Ademas, hay que
tener en cuenta que la PCR en tiempo real cuantifica copias de ADN vy, por
tanto, es necesario establecer la relacion entre copias gendmicas y el numero
de UFC/g.

Para conseguir reducir el limite de cuantificacion se deberia aplicar la técni-
ca directamente en el alimento o concentrar los microorganismos presentes
en el mismo, pero analizar la muestra sin una dilucidén previa puede inhibir la
reaccion de amplificacion. Por ello, la fase de preparacion de la muestra para
eliminar los posibles inhibidores o ADN de biota competitiva es clave, pero el
paso de preenriquecimiento esta totalmente desaconsejado. Para recuperar
las células del alimento y obtener un ADN altamente purificado se han desa-
rrollado pasos intermedios como la centrifugacién o utilizacion de membranas
de filtracién o tampones especificos de lisis que aseguran la eficiencia de la
reaccion (Mester et al., 2014).
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2.1.3.2.2 Métodos alternativos para la deteccion de microorganismos patdégenos

2.1.3.2.2.1 Medios de cultivo modificados

El tiempo de ejecucién de los métodos convencionales se puede reducir con
ligeras modificaciones en la metodologia. Por ejemplo, se comercializan di-
ferentes caldos de enriquecimiento en un solo paso que permiten la revita-
lizacion de las células dafiadas y el crecimiento hasta un numero detectable
(Jasson et al., 2009).

En la fase de confirmacién también se han introducido kits de identificacion
que reemplazan los complejos pasos de la confirmacion clasica. Se basan en
galerias miniaturizadas de tubos o pocillos con reactivos deshidratados (p.
ej., API®) a los que se inocula una suspension de la presunta colonia tipica.
Para esta ultima fase también se puede realizar una confirmacion serolégica
mediante aglutinacion en latex (Van Griethuysen, et al., 2001).

2.1.3.2.2.2 Inmunoensayos

La técnica de inmunoensayo se basa en la unién especifica anticuerpo-anti-
geno, obteniendo un mejor rendimiento cuanto mas apropiada sea la selec-
cion del anticuerpo, monoclonal o policlonal. En cualquier caso, un resultado
positivo en la deteccidn de un patégeno mediante inmunoensayo se considera
sospechoso y requiere pruebas de confirmacion. El limite de deteccion es de
10%-10°% UFC/g o ml (Jasson et al., 2010).

A continuacion, se describen diferentes tipos de inmunoensayos para la inves-
tigacion de patogenos.

Tiras de flujo lateral (LFD, Lateral Flow Devices)

Las LFD son membranas de nitrocelulosa porosa con una proteina inmoviliza-
da, normalmente un anticuerpo, marcado con nanoparticulas de oro o particu-
las de latex coloreadas. Si hay union entre el anticuerpo marcado y el analito
diana presente en la muestra se forma una banda visible. Existe una segunda
membrana con anticuerpos especificos que se unen al anticuerpo marcado
con oro coloidal a modo de control interno del test. Es un test rapido y simple
que cuenta con diferentes formatos validados (principalmente tipo sandwich)
en el mercado (Posthuma-Trumpie et al., 2009).

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay)

El ELISA es una técnica bioquimica que combina un inmunoensayo con un
ensayo enzimatico. El ELISA sandwich es el método alternativo de enzimoin-
munoensayo mas usado. En un primer paso, se afiade la muestra con la posi-
ble presencia del antigeno diana en una placa de multipocillos que en su su-
perficie tiene fijados los anticuerpos. El siguiente paso es un lavado mediante
el cual los antigenos que no se han unido son retirados. A continuacion, se
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adiciona un segundo anticuerpo conjugado con una enzima que se unira al
complejo anticuerpo-antigeno formado anteriormente. Se realiza otro lavado
para eliminar los anticuerpos secundarios no ligados. Finalmente, se afiade
un sustrato cromogénico que es convertido por la enzima en una senal detec-
table (Thacker et al., 1996).

La técnica ELISA, por si sola, se lleva a cabo en 2-3 horas y ademas hay
disponibles robots automatizados que ayudan a reducir el tiempo; a aumentar
el numero de muestras procesadas; y a mejorar la reproducibilidad y la estan-
darizacion del método.

Ensayo por Fluorescencia Ligado a Enzima (ELFA, Enzyme-Linked Fluores-

cent Assay)

La metodologia ELFA es un ELISA sandwich con lectura final en fluorescen-
cia, proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra. Tiene una
alta sensibilidad y especificidad.

El sistema VIDAS® (bioMérieux) esta basado en la técnica ELFAy es un sistema
automatico de inmunodeteccion rapida de patdgenos, de alta sensibilidad y espe-
cificidad. Los anticuerpos estan fijados en la fase sdlida de la reaccién que consis-
te en un cono que actua como pipeta. Los reactivos estan en el mismo cartucho
en el que se deposita la muestra. El equipo realiza el analisis automaticamente en
una hora, aproximadamente (Curiale et al., 1997; Sewell et al., 2003).

Separaciéon inmunomagneética (IMS, Immunomagnetic separation)

La IMS no se puede considerar un método de deteccion, sino mas bien una
técnica utilizada en la preparacion de la muestra. Su uso reduce el tiempo
empleado en la fase de enriquecimiento previa a la deteccion.

Se basa en la utilizacion de unas particulas superparamagnéticas cubiertas
con anticuerpos que capturan y aislan los microorganismos diana de la sus-
pension de la muestra sin necesidad de columnas de inmovilizacién o cen-
trifugacion (Wright et al., 1994). Existen en el mercado particulas superpara-
magnéticas (p. ej. Dynabeads™) y sistemas de captura inmmunomagnética
automatizados de recirculacién de alto volumen para mejorar la sensibilidad y
la eficiencia (Pathatrix™).

La IMS esta incluida en la Norma ISO 16654:2002/A1:2017 para la deteccion
de E. coli O157:H7 en alimentos. En los métodos de deteccion de Salmonella
spp. se utiliza para sustituir el paso de enriquecimiento selectivo y reducir 24
horas el ensayo.

2.1.3.2.2.3 Métodos basados en bacteriéfagos

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias y presentan una gran es-
pecificidad por un hospedador, mediada en parte por las proteinas asociadas
a la cola del fago que reconocen moléculas de la superficie bacteriana. Estas
proteinas del bacteriéfago pueden utilizarse para recubrir particulas paramag-
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néticas e integrarse en un protocolo de deteccion rapida de bacterias mejoran-
do la sensibilidad y el porcentaje de recuperacion (Kretzer et al., 2007).

Esta tecnologia se puede combinar con otro paso donde el bacteriéfago lisa
la bacteria viable por la que presenta especificidad y en su interior libera la
adenilato kinasa. La amplificacion de esta enzima media la conversion de ADP
a ATP, que se detecta por bioluminiscencia, mejorando la técnica estandar
de bioluminiscencia ATP en sensibilidad y en especificidad debido a la propia
especificad del fago y del anticuerpo (Blasco et al., 1998).

2.1.3.2.2.4 Métodos basados en microscopia

La citometria de flujo puede no ser lo suficientemente sensible para detectar
concentraciones inferiores a 103-10* UFC/ml si el in6culo es pequefio. En es-
tas situaciones, una fase previa de enriquecimiento puede ayudar a aumentar
la carga bacteriana y asi ser detectada (Veal et al., 2000). Alternativamente al
uso del citometro de flujo, con el microscopio de epifluorescencia se pueden
visualizar células tefiidas y ser empleado dentro del marco de la hibridacion
fluorescente in situ.

2.1.3.2.2.5 Métodos basados en biologia molecular

Hibridacién fluorescente in situ (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization)

El objetivo de esta técnica es detectar secuencias especificas de acidos nu-
cleicos de bacterias mediante sondas de unos 15 a 25 oligonucleotidos mar-
cados en el extremo 5 con una molécula fluorescente que se hibridan bajo
unas condiciones restrictivas. Tras un lavado, las secuencias tefildas son
detectadas con un microscopio de epifluorescencia (limite de deteccion: 104
UFC/ml) (Bottari et al., 2006).

PCR convencional, en tiempo real y multiplex

Los productos de la PCR convencional se detectan por una electroforesis en
gel de agarosa tefido con algun agente intercalante (p. ej. bromuro de etidio)
o mediante tincion fluorescente, que permite ver el ADN amplificado en ban-
das de diferentes tamanos. Es una técnica cualitativa, ya que la cantidad de
producto final no es proporcional a la cantidad inicial de ADN, debido a la limi-
tacion de reactivos y acumulacion de sustancias inhibidoras en los ciclos fina-
les. Estas limitaciones se solucionaron con la aparicion de la PCR en tiempo
real, que permite la deteccién y cuantificacion de la senal fluorescente emitida
continuamente durante la reaccion.

Hay numerosos kits comerciales de PCR en tiempo real validados, ya que es
una herramienta muy util para el cribado rapido de muestras que, en caso de
resultar positivas, se tendran que confirmar con métodos tradicionales (Malor-
ny et al., 2003).

Ademas, como respuesta a las limitaciones de los métodos convencionales
que se han indicado, la PCR en tiempo real se ha reconocido, en base a
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la precision de los resultados, como método de referencia. Es el caso de la
Norma ISO 13136:2012 para la detecciéon de STEC tanto E. coli O157 como
no-0157, y de las Normas ISO 15216-1:2017 e ISO 15216-2:2019 para la de-
terminacién cuantitativa y deteccion, respectivamente, del virus de la hepatitis
Ay de norovirus en alimentos.

Otra version util en la deteccidn de patdégenos es la PCR multiplex, mediante
la que varios cebadores especificos se combinan en un uUnico ensayo PCR
para la deteccion rapida y multiple de microorganismos (Settanni y Corsetti,
2007).

2.1.4 Validacion de los métodos alternativos

Los métodos alternativos también pueden ser aceptados para el analisis oficial
de alimentos si demuestran resultados equivalentes al método convencional
a través de un estudio de validacion. En el caso de peligros emergentes, para
los que todavia no se ha alcanzado un acuerdo internacional, los métodos
internos desarrollados por el laboratorio también pueden ser aceptados en el
analisis oficial de alimentos, siempre y cuando sean apropiados para el uso
previsto y se hayan validado (Jasson et al., 2010).

De hecho, el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 autoriza el uso de métodos ana-
liticos alternativos a condicion de que estén validados con respecto al método
de referencia conforme al protocolo de la Norma UNE-EN ISO 16140 u otros
protocolos aceptados internacionalmente. Ademas, el uso de métodos valida-
dos es también un prerrequisito para los laboratorios acreditados en la Norma
UNE-EN ISO/IEC 17025:2017. Esta Norma define validacion de un método
como la confirmacién a través del examen y el aporte de evidencias objetivas,
de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto
(AENOR, 2017).

En Europa, instituciones como la Association Frangaise de Normalisation (AF-
NOR), el Nordic Committee on Food Analysis (NordVal) o la European Vali-
dation and Certification Organisation (MicroVal) se basan en la Norma ISO
16140 para certificar métodos de validacion. En los EE. UU. la Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) International valida los métodos alterna-
tivos en base a los métodos de referencia identificados en el Bacteriological
Analytical Manual (BAM) de la U. S. Food and Drug Administration (FDA) o en
la Microbiology Laboratory Guidebook (MLG) del The United States Depart-
ment of Agriculture (USDA). AFNOR y AOAC han validado mas de 100 méto-
dos, y MicroVal y NordVal alrededor de 20 (Rohde et al., 2017).

La Norma UNE-EN ISO 16140-2:2016 “Microbiologia de la cadena alimen-
taria. Validacion de métodos. Parte 2: Protocolo para la validacion de méto-
dos alternativos (registrados) frente a los métodos de referencia” especifica el
principio general y el protocolo técnico para la validacion de métodos alternati-
vos, por lo general patentados, relacionados con la microbiologia de la cadena
alimentaria. Su objetivo es que los estudios de validacion realizados conforme
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a esta parte de la Norma ISO 16140 se desarrollen por parte de organizacio-
nes dedicadas a la validacién de métodos.

En el contexto de esta Norma ISO, la validacién implica un estudio compa-
rativo que busca el grado de correspondencia entre los resultados obtenidos
en el método de referencia y la respuesta obtenida en el método alternativo
en muestras idénticas. También requiere un estudio interlaboratorial que de-
muestre la precision y robustez del método.

Se pueden validar tanto métodos cualitativos como cuantitativos. Para los mé-
todos cualitativos estas caracteristicas se obtienen de los estudios de sensibi-
lidad, del nivel de deteccion relativo (al menos tres niveles de contaminacion)
y de inclusividad y exclusividad. En el caso de los métodos cuantitativos, se
basa en estudios de veracidad relativa, de perfil de exactitud, de limite de
cuantificacion y de inclusividad y exclusividad (AENOR, 2016).

2.2 ASPECTOS NUTRICIONALES DE LA DIETA DESTINADA A LA
POBLACION INFANTIL

2.2.1 Importancia de la alimentacion saludable

Para la OMS una dieta saludable ayuda a protegernos de la malnutriciéon en
todas sus formas y de las ENT como la diabetes, las cardiopatias, los acci-
dentes cerebrovasculares y el cancer (OMS, 2018a). La relacién entre los
habitos alimentarios y las ENT se ha investigado ampliamente demostrandose
la asociacion existente entre factores dietéticos especificos (consumo de fru-
tas, vegetales, carne procesada, grasas trans) y las ENT (Micha et al., 2017,
WCREF, 2018).

La OMS incluyé, en su Plan de Accion Global para la Prevencion y Control de
las ENT, estrategias frente a los patrones dietéticos no saludables, ademas de
medidas de otros factores de riesgo como la inactividad fisica o el consumo de
tabaco y bebidas alcohdlicas. Los cambios dietéticos propuestos se referian a
reducir el balance energético, limitar la ingestion de grasas frans y saturadas,
sal y azucar, y aumentar el consumo de frutas y vegetales (OMS, 2013).

Muchas de estas estrategias estan incluidas en dietas tradicionales como la
mediterranea, nordica o incluso algunas asiaticas (coreana, china y japone-
sa), y en dietas basadas en estudios nutricionales como la dieta de enfoques
alimentarios para detener la hipertension (DASH, Dietary Approaches to Stop
Hypertension) y la dieta de intervencién Mediterranea-DASH para el retraso
neurodegenerativo (MIND, Mediterranean-DASH Intervention for Neurodege-
nerative Delay). Estos patrones dietéticos se han revisado recientemente por
Cenay Calder (2020), como ejemplo de dietas saludables que reducen el ries-
go de ENT y alineadas con el citado Plan de Accién Global para la Prevencion
y Control de las ENT. En general, estas dietas saludables incluyen alimentos
de origen vegetal (frutas y vegetales, cereales de grano entero, legumbres,
frutos secos y semillas) y un bajo contenido de alimentos de origen animal,
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particularmente carnes procesadas y grasas. A estos patrones dietéticos hay
que anadir otros factores que crean un estilo de vida saludable, como una
adecuada hidratacién con agua o infusiones de hierbas, ejercicio regular, so-
cializacién y descanso adecuado, asi como evitar otros factores negativos
como tabaco, exceso de bebidas alcohdlicas y estrés.

Todas estas recomendaciones relativas a un patron dietético saludable estan
en consonancia con la ultima edicion de las “Guias Alimentarias para la po-
blacion espariola” de la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria (SENC).
Esta herramienta educativa promueve una alimentacion equilibrada, variada y
moderada, que incluya cereales de grano entero, frutas, verduras, legumbres
y cantidades variables de lacteos alternandolos con el consumo de pescados,
huevos y carnes magras, junto con el uso preferente de aceite de oliva virgen
extra como grasa culinaria. Ademas, recalca como consideraciones basicas la
practica de actividad fisica, el equilibrio emocional, el balance energético, los
procedimientos culinarios saludables y una ingesta adecuada de agua, todo ello
representado en la piramide que se abordara mas adelante (Figura 5) (Arance-
ta-Bartrina, 2019).

A pesar de la aceptacion generalizada de los beneficios de unos correctos
habitos alimentarios, una reciente publicacion (GBD, 2019) ha dado la voz de
alarma con los efectos sobre la salud provocados por una dieta desequilibra-
da. En este estudio se ha realizado una revision de los riesgos alimentarios
derivados de la dieta consumida en 195 paises por adultos mayores de 25
afos, entre los anos 1990 y 2017. El dato mas relevante es que en 2017 las
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Figura 5. Piramide de la alimentacion saludable (Aranceta-Bartrina, 2019)
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enfermedades relacionadas con una dieta desequilibrada fueron la causa de
11 millones de fallecimientos y de 255 millones afios de vida ajustados por
discapacidad. Globalmente, los resultados muestran un déficit de alimentos
saludables y un exceso de alimentos no saludables, como las bebidas azuca-
radas, carnes procesadas, sodio y carne roja. Los principales factores dieté-
ticos de riesgo fueron el bajo consumo de frutas y cereales de grano entero y
la elevada ingesta de sodio, que provocaron el 50% de las muertes y el 66%
de los afos de vida ajustados por discapacidad atribuibles a la dieta.

2.2.2 Relacion entre los habitos alimentarios adquiridos en la infancia y
la prevencion de la enfermedad en el adulto

La prevencion de los factores de riesgo es fundamental para evitarlas ENT y la
alimentacion a lo largo de toda la vida es clave en ese control. Esa prevencion
es especialmente relevante en la edad infantil, momento en el que se inculcan
unos habitos que repercutiran a corto plazo, pero también tendran consecuen-
cias a largo plazo. Los nifilos con sobrepeso tienden a seguir siendo obesos
en la edad adulta y, por tanto, tienen mayor probabilidad de padecer ENT a
edades mas tempranas (OMS, 2004). Se ha demostrado la asociacion entre
un indice de masa corporal (IMC) elevado en edad infantil y la probabilidad de
sufrir diabetes, enfermedad coronaria y cancer en edad adulta (Llewellyn et
al., 2016; Célind et al., 2019; Bjerregaard et al., 2020).

La actual epidemia de obesidad infantil se ha convertido en una de las prin-
cipales preocupaciones de la OMS. Segun un informe de este organismo
internacional, en 2014, 41 millones de nifios menores de 5 afos presenta-
ban sobrepeso u obesidad en todo el mundo, siendo la principal causa la
exposicidén a entornos obesogénicos, tanto en los paises de ingresos altos
como en los de ingresos bajos y medios, y en todos los grupos socioeco-
nomicos. En este informe se recogen una serie de recomendaciones que
pretenden que los nifios en edades tempranas adquieran unas preferencias
de alimentacion que ayudaran a la prevencion de las ENT en la edad adulta
y, a su vez, redundaran en importantes beneficios econdmicos e intergene-
racionales (OMS, 2016).

En Espanfa, segun sefiala el Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar So-
cial (MSCBS) en la ultima Encuesta Nacional de Salud de la poblacion es-
panola (2017), la obesidad en la poblacién infantil y juvenil (2-17 afos), se
mantiene en cifras elevadas (10,3%), no existiendo diferencias entre nifios
(10,4%) y nifias (10,2%) en la prevalencia de obesidad. Asimismo, el 18,26%
de este grupo de poblacién tiene sobrepeso, sin presentar tampoco diferen-
cias entre sexo. Estas cifras indican que el numero de nifios obesos en nues-
tro pais ha seguido aumentado ligeramente desde la anterior encuesta reali-
zada en 2011, como consecuencia de unos habitos alimentarios inadecuados
y de una vida sedentaria. En comparacion con el resto de paises de Europa,
en lo que se refiere a la poblacién infantil y obesidad, nuestro pais ocupa una
posicion media o media-alta, solo comparable a las de otros paises mediterra-
neos (MSCBS, 2018).
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2.2.3 Caracteristicas fisiolégicas: crecimiento y desarrollo

El crecimiento es un proceso fisioldgico continuo en el que aumenta el tamafo
del cuerpo en su totalidad a un ritmo diferente segun las diferentes etapas.
Se diferencian tres periodos: periodo de crecimiento acelerado, durante los
primeros afnos de vida; periodo de crecimiento estable, en la edad preesco-
lar y escolar; y periodo de aceleracion del crecimiento, propia de la pubertad
(Alonso, 2003).

Por desarrollo se entiende la capacidad de diferenciacion celular que tienen
los diferentes érganos y tejidos y la adquisicion de funciones especificas por
los mismos. La maduracion es el nivel de desarrollo alcanzado en un momen-
to en concreto. El desarrollo en la etapa infantil es trascendental por las impli-
caciones que tendra durante toda su vida, particularmente en las areas social,
cognitiva y emocional. Este desarrollo psicosocial tiene lugar normalmente en
un contexto familiar y escolar (Alonso, 2003; Lucas y Feucht, 2009).

El crecimiento y desarrollo estan condicionados por la interaccion entre ge-
nética y ambiente. Si el nifio presenta una buena salud, con una adecuada
nutricion y un entorno favorable, la genética supone alrededor del 80% de
los factores que influyen en el crecimiento y desarrollo del individuo (Alonso,
2003; Lucas y Feucht, 2009).

2.2.4. Patrones alimentarios durante el periodo de 1 a 3 afios

Al finalizar esta primera etapa, los 6rganos y sistemas han madurado de ma-
nera similar al adulto y las funciones psicomotoras se siguen desarrollando. El
nifio “aprende a comer” (masticar, tragar, saborear, diferenciar colores, olores
y texturas), por lo que es el momento de aprendizaje de buenos habitos ali-
mentarios que perduraran en el futuro y el periodo donde se crean las carac-
teristicas del gusto (Canedo-Arguelles et al., 2019).

2.2.4.1 Formacioén del gusto alimentario y desarrollo de los habitos ali-
mentarios

El término de preferencias alimentarias se refiere al gusto por un alimento,
mas concretamente por un sabor. Los nifilos nacen con una predisposicion
bioldgica hacia el sabor dulce y de rechazo hacia el amargo. La preferencia
innata al sabor dulce (azucares) de alimentos presentes en la naturaleza y
presumiblemente seguros, resulta fundamental para asegurar un consumo de
glucosa suficiente que cubra las necesidades del cerebro en época de creci-
miento y desarrollo. Ademas, el consumo de frutas por su sabor dulce garan-
tiza la ingesta adecuada de vitaminas y minerales en la infancia. La aversion
al sabor amargo se debe al impulso bioldgico de defensa frente a sustancias
téxicas o venenosas (Bosqued y Royo-Bordonada, 2017; Forestell, 2017).

Estas preferencias y aversiones adaptativas que permitieron a nuestros an-
cestros seleccionar nutrientes y evitar toxinas, en el ambiente actual obeso-
geénico, son contraproducentes. La hiperestimulacion al sabor dulce en la ma-
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yoria de los alimentos ultraprocesados, bebidas azucaradas y dulces puede
inducir a una ganancia de peso y desplazar la ingesta de otros alimentos mas
nutritivos. Por otra parte, el rechazo al sabor amargo de las verduras crucife-
ras puede provocar una carencia de micronutrientes esenciales (Bosqued y
Royo-Bordonada, 2017; Forestell, 2017).

Afortunadamente, antes del nacimiento y durante el desarrollo infantil, se
puede educar el gusto por los alimentos. La primera experiencia con los
sabores la recibe el feto a través de los alimentos que ingiere la madre y se
transfieren al liquido amnidtico. Durante la lactancia también se transmiten
una gran variedad de sabores desde la dieta de la madre a la leche ma-
terna. Finalmente, en la etapa de transicion a una alimentacion adulta, las
preferencias también se pueden modular con la exposicion repetida (de 8 a
10 veces) a una amplia variedad de alimentos saludables (Forestell, 2017;
Canedo-Arguelles et al., 2019).

Por tanto, el proceso de aprendizaje de las preferencias alimentarias salu-
dables empieza con la promocidn y proteccion de la lactancia materna, la
introduccién apropiada de la alimentacién complementaria, y la progresiva
exposicion a alimentos de distintos sabores y texturas durante la etapa pre-
escolar. La adquisicion de los habitos alimentarios que se adopten en esta
etapa persistiran toda la vida y ayudaran a prevenir ENT (Bosqued y Ro-
yo-Bordonada, 2017).

Los habitos alimentarios son en gran medida fruto de un aprendizaje condicio-
nado por los entornos culturales, sociopoliticos y econdmicos. Tanto el papel
de los padres, manteniendo buenos habitos alimentarios que sirvan como mo-
delo y proteccién de influencias negativas, como el del comedor escolar con
su funcion de educacion nutricional, son fundamentales para el aprendizaje
temprano de los habitos alimentarios.

Otros factores que influyen en la modelizacion de los habitos alimentarios son
los fomentados por personajes famosos y los ligados a la comercializacion del
producto (presentacion atractiva, regalos asociados, tamafo desproporciona-
do de las porciones, publicidad, etc.) (Bosqued y Royo-Bordonada, 2017).
En este sentido, cabe destacar el Cédigo de corregulacion de la publicidad
de alimentos y bebidas dirigida a menores, para prevencion de la obesidad y
salud (Codigo PAOS), de objetivos compartidos con la OMS, promocionado
por las autoridades sanitarias espanolas y la industria de alimentos y bebidas
(AESAN, 2005b, modificado en 2012).

Asimismo, y como estrategia novedosa dentro de la publicidad alimentaria,
cabe mencionar el marketing nutricional. Se refiere a cualquier uso de infor-
macion nutricional o relativa a la salud (declaraciones nutricionales, alegacio-
nes de salud, grafismos sugerentes de producto saludable y avales sanitarios
o cientificos), mas alla de los minimos exigidos por la normativa del etiquetado
nutricional, atribuyendo al producto determinados beneficios, cuya veracidad
no siempre esta debidamente contrastada (Cuevas-Casado, 2012).
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Aunque las preferencias (innatas o adquiridas) son persistentes y resistentes
al cambio, pueden modificarse mediante estrategias de intervencion bien diri-
gidas. Para modificar las conductas alimentarias poco saludables, es esencial
un profundo conocimiento de los rasgos psicolégicos del comportamiento hu-
mano considerando todos los factores externos e internos que condicionan las
elecciones alimentarias (Bosqued y Royo-Bordonada, 2017).

2.2.5 Necesidades nutricionales

Durante la etapa preescolar y escolar, los requerimientos nutricionales deben
evitar los posibles excesos o déficits planteados por las necesidades metabo-
licas basales, por el aumento del ritmo de crecimiento y por la actividad fisica.
Los nifios requieren una alimentacion variada que asegure la cantidad suficiente
de energia, proteinas, hidratos de carbono, grasas, vitaminas y minerales para
el crecimiento y desarrollo 6ptimos. Las principales funciones de los nutrientes
son la energética, la plastica y la reguladora (Requejo y Ortega, 2015).

Las ingestas recomendadas (IR) son los niveles de ingesta de energia y nu-
trientes esenciales que, en base a conocimientos cientificos, se consideran
adecuados para satisfacer las necesidades nutricionales de la mayoria de la
poblacién sana con actividad fisica moderada. Las IR se establecen por gru-
pos de sexo y edad bajo la distribucion de frecuencia de los requerimientos
nutricionales individuales del 97,5% de la poblacion, calculadas a partir de
dos desviaciones estandar a la cantidad del requerimiento medio estimado,
que define el nivel de ingesta que debe cubrir las necesidades del 50% de los
individuos (Alonso y Castellano, 2007; Vazquez, 2017).

Cuando las evidencias cientificas no son suficientes para establecer una IR,
se utiliza la ingesta adecuada (lA), que estima una cantidad suficiente para cu-
brir las necesidades de la poblacion sana en base al conocimiento disponible
(Vazquez, 2017).

Las IR americanas (RDA, Recommended Dietary Allowances) son las mas co-
nocidas y utilizadas internacionalmente, establecidas por primera vez en 1941
por el Comité de Nutricion (FNB, Food and Nutrition Board) de la Academia
Americana de Medicina. En las ultimas publicaciones del FNB (1998-2002) se
actualizaron las recomendaciones y se cambio la terminologia. En general,
se habla de ingestas dietéticas de referencia (DRI, Dietary Reference Intake),
distinguiendo entre RDA (con base cientifica) o IA (estimaciones). También se
define el nivel superior de ingesta tolerable (UL, Upper Intake Level), como la
cantidad maxima de un nutriente a partir de la cual pueden existir riesgos para
la salud. Para nifios de edad corta la mayoria de las recomendaciones se ba-
san en extrapolaciones de valores de adultos y pertenecen a la categoria de
IA (Alonso y Castellano, 2007).

En Espaia, la Federaciéon Espafiola de Sociedades Cientificas de Alimenta-
cion y Nutricion (FESNAD), propuso en 2010 DRI para la poblacion espafola
(Cuervo et al., 2010).
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2.2.5.1 Tablas y bases de datos de composicion de alimentos

La manera practica de utilizar las recomendaciones de ingesta de nutrientes
es en funcion de los alimentos que los contienen, para lo que se emplean
las tablas de composicion de alimentos (TCA). Las TCA y las bases de da-
tos de composicion de alimentos (BDCA) proporcionan informacién sobre
los componentes de los alimentos para estimar la ingesta de nutrientes. En
Espana se utilizan de manera habitual en el ambito académico, cientifico y
profesional las TCA/BDCA elaboradas en las décadas de 1990 y 2000 por
universidades, centros de investigacién y laboratorios (Lupiafiez-Barbero et
al., 2018). En la Tabla 3 se recogen las TCA espafiolas elaboradas en esos
afnos.

Sin embargo, Espafa carecia de una BDCA oficial que unificara las diferentes
TCA espaiolas y siguiera las recomendaciones del European Food Informa-
tion Resource (Eurofir AISBL). Por ello, en 2004 la AESAN cred un grupo de
trabajo (red BEDCA) y, en 2010, aparecié6 la primera base de datos espafiola
de composicion de alimentos (BEDCA) de acceso libre y gratuito, cuya ultima
version cuenta con un total de 950 alimentos, 34 componentes y 13 grupos de
alimentos (AESAN, 2010a).

Tabla 3. Tablas y bases de datos de composicion de alimentos publicados en Espana (1990-2010).

Titulo Referencia
Tablas de composicion de alimentos Moreiras et al. (1992)
Tabla de composicion de alimentos espafioles Mataix-Verdu et al. (1993)
Tabla de composicion de alimentos esparoles Requejo et al. (1995)
Tabla de composicion de alimentos Martin (1997)
Tablas de composicién para platos cocinados Bello et al. (1998)
Tablas de composicion de los alimentos del CESNID Farran et al. (2003)
La composicion de los alimentos Ortega et al. (2004)
Base de Datos Espariola de Composicion de Alimentos AESAN (2010)

Fuente: Elaboracion propia adaptada de Lupiafiez-Barbero et al. (2018).

Para el analisis y evaluacion de dietas se utilizan programas informaticos nu-
tricionales que contienen datos nutricionales provenientes de las TCA/BDCA.
En la Tabla 4 se detallan los programas informaticos nutricionales junto con
sus TCA/BDCA correspondientes. Ademas, algunos grupos de investigacion
y companias farmacéuticas han desarrollado programas nutricionales (DIET-
SOURCE®, PNUTRI®, DIETSTAT®) y algunas sociedades cientificas ofrecen
calculadoras de dietas gratuitas basadas en datos de programas nutricionales
o de TCA (Lupiafiez-Barbero et al., 2018).
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Tabla 4. Principales programas nutricionales espafoles y origen de sus datos.

Programa nutricional

Origen de los datos

ALIMENTADOR.ES

DIAL®

EASYDIET®
[-DIET®
NUTRIBER®

NUTRISALUD-ALIMENTACION Y
SALUD®

NUTRISOL®
VD-FEN®
PCN Pro v.1.0®

DIET CREATOR®
DIETPRO.COM®

BDCA/TCA europeas y americanas y
etiquetado nutricional de los alimentos

BDCA/TCA europeas y americanas, TCA de
Ortega et al. (2004)

TCA de Farran et al. (2003)
TCA de Martin Pefa (1997)
TCA de Mataix-Verdu et al. (2003)

TCA de Mataix-Verdu et al. (1993)

TCA de Moreiras Varela et al. (1996)
TCA de Moreiras Varela et al. (1992)
TCA de Farran et al. (2003)

BDCA/TCA europeas y americanas, TCA de
Farran et al. (2003)

BDCA/TCA europeas y americanas

BEDCA (2010), BDCA americana USDA

EVALFINUT® (2014)
BDCA americana USDA (1998), Requejo y
SATN2014® Ortega (1999)
DIETWIN 8.0® BDCA americana USDA (2014)

Fuente: Elaboracion propia adaptada de Lupiafiez-Barbero et al. (2018).

2.2.5.2 Guias alimentarias o dietéticas

Son herramientas didacticas que traducen las recomendaciones cuantitativas
de nutrientes a alimentos, comidas y habitos alimentarios. En la actualidad
90 paises utilizan guias alimentarias, la primera de las cuales se publico en
Suecia en 1974, incluyendo como imagen representativa una piramide. To-
das ellas tienen un mensaje comun: consumo de una variedad de alimentos
(incluidas grandes cantidades de frutas y verduras, y agua como la bebida
de eleccidn), y la limitacion de la ingesta de azucar, grasas y sal. No obstan-
te, hay variaciones segun zonas geograficas y culturas. Asi, por ejemplo, en
paises de Oriente Medio destacan el consumo de legumbres (garbanzos, len-
tejas) o en paises del area mediterranea (Croacia, Chipre, Grecia y Espana)
priorizan el consumo de aceite de oliva. Hay que destacar que todas ellas han
mostrado una evolucion a lo largo del tiempo y, asi, han incluido consejos so-
bre seguridad alimentaria, estilo de vida (actividad fisica o entornos sociales) y
sostenibilidad. El simbolo visual que les acompana es variado: rueda, rombo,
piramide (Figura 6), plato (Figura 7), siendo las dos ultimas las mas utilizadas
en la actualidad (Alonso y Castellano, 2007; Vazquez, 2017).

La base de la piramide corresponde a los alimentos y bebidas para los que
se recomienda un consumo diario y en el vértice se muestran los alimentos
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Figura 6. Piramide de la alimentacion saludable en nifios y adolescentes (Aranceta-Bartrina, 2019)

Verduras y hortalizas Cereales, legumbres y patatas

Figura 7. El plato ideal (SEEDO/SEEN, 2012)
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y bebidas que deben consumirse ocasionalmente. En el caso del plato, los
sectores de superficie mas grande se relacionan con un mayor numero de
raciones recomendadas.

2.2.5.3 Objetivos nutricionales

Como complemento a los requerimientos de nutrientes se desarrollaron los
objetivos nutricionales para prevenir las ENT. La SENC estableci6 en el afo
2011 una serie de objetivos nutricionales para cumplir a medio plazo (interme-
dios, para ser evaluados a finales de 2015) y a largo plazo (finales, para ser
evaluados a finales de 2020) para la poblacién espafiola (Tabla 5).

Estos objetivos, son similares a los de otros paises europeos y a los de EE.
UU., con unas pequenas diferencias respecto a la grasa. El aporte energético
de las grasas puede alcanzar el 35% del total para la poblacion espafiola,
siempre y cuando el aceite de oliva sea la grasa de adicién mayoritaria (Serra
y Aranceta, 2011).

Tabla 5. Objetivos nutricionales para la poblacion espafiola. Consenso de la Sociedad Espa-
fola de Nutricién Alimentaria (Serra y Aranceta, 2011).

Objetivos intermedios Objetivos finales

Lactancia materna 6 meses 21 afo

>14 g/1000 kcal (>25 g/dia

>12 g/1000 kcal (>22 g/dia en en mujeres y 35 g/dia en

Fibra dietetica mujeres y 30 g/dia en hombres)

hombres)
Folatos 300 ug EDF/dia >400 ug EDF/dia
Calcio =800 mg/dia 1000 mg/dia
Sodio (sal comun) <7 g/dia <5 g/dia

Yodo 150 ug/dia 150 ug/dia

Flaor 1 mg/dia 1 mg/dia
Grasa Total (% E) <35% 30-35%

AGS <10% 7-8%

AGMI 20% 20%

AGPI 4% 5%

AGPI w-6 2% de E, linoleico 3% de E, linoleico
AGPI w-3 1-2% 1-2%
Colesterol <350 mg/dia <300 mg/dia
CH (% E) >50% 50-55%

Frutas >300 g/dia >400 g/dia
Verduras y ofras >250 g/dia >300 g/dia
Actividad fisica PAL >1,60 (>30 min/dia) PAL >1,75 (>45-60 min/dia)

IMC (kg/m2) 21-25 21-23 (>65 afos: 23-26)

E: Energia. EDF: Equivalentes dietéticos de folato. AGS: Acidos grasos saturados. AGMI:
Acidos grasos monoinsaturados. AGPI: Acidos grasos poIiinsaturado§. w: omega. CH: Carbo-
hidratos. PAL: Nivel de actividad fisica (physical activity level). IMC: Indice de masa corporal.
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2.2.5.4 Agua

El agua es el componente mayoritario del cuerpo humano, constituyendo en-
tre el 55% y el 60% de su peso corporal total, aunque varia con la edad. Para
un nifio de 1 ano (10 kg) representa el 60% de su peso corporal (Iglesias et
al., 2011). Ademas de ser el mas abundante, es un nutriente esencial para la
homeostasis celular y la vida, por lo que es necesario ingerirla. Esta inges-
ta puede hacerse en forma de agua de bebida, otras bebidas liquidas y la
contenida en los alimentos. Sus funciones son muy variadas: estructurales,
transporte de sustancias de desecho para su eliminacion, mantenimiento de
la temperatura corporal y lubricante, entre otras (De Burgos et al., 2017).

El balance hidrico es la diferencia entre la ingesta de liquidos en la dieta mas la
producida en el metabolismo de los macronutrientes y las pérdidas por orina,
heces y evaporacion. Hay que destacar que la estimacion de requerimientos
de agua es complicada debido a factores como la edad, sexo, actividad fisica,
temperatura ambiente, altitud, dieta, densidad de la orina, etc. Los nifios son
mas susceptibles a sufrir desequilibrio hidrico puesto que los requerimientos
de agua son muy elevados por su mayor superficie corporal y metabolismo
basal en relacion con su peso corporal (Moreiras et al., 2018).

La EFSA (2010a) establecié la IA de agua total para prevenir los efectos perju-
diciales de la deshidrataciéon a nivel metabdlico y funcional, en individuos que
practican una actividad fisica moderada y viven en climas con temperaturas
moderadas. En la Tabla 6 se muestran las IA para la poblacion preescolar. Estos
valores se refieren a la cantidad total de agua ingerida a través del agua de be-
bida, otros liquidos y alimentos. Se debe considerar que en ciertos procesos in-
fecciosos que cursen con fiebre, vomitos y diarrea se amplian las necesidades.

Tabla 6. Ingesta adecuada de agua para la poblacion preescolar (EFSA, 2010a).

Grupo de edad
Ingesta adecuada - -
6-12 meses 1-2 aiios 2-3 afnos
mi/dia 800-1000 1100-1200 1300

2.2.5.5 Energia

La energia se aporta a partir de los hidratos de carbono, proteinas, grasas
y alcohol de la dieta. Es importante mantener el balance energético entre la
ingesta energética y el gasto energético, con objeto de controlar el peso cor-
poral y prevenir la obesidad. Al gasto energético total diario contribuyen tres
componentes:

» El metabolismo basal (65-70%): es la energia consumida para mantener las
funciones corporales y la homeostasis (respiracion y circulacion, manteni-
miento de la temperatura corporal, sintesis de compuestos organicos, etc.).

» La actividad fisica (20-30%): es el componente mas variable del gasto
energético debido al tipo, intensidad y duracion de la actividad fisica.
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» La termogénesis (5-10%): es la energia empleada en la absorcion intesti-
nal, las transformaciones bioquimicas y el almacenamiento de nutrientes.

Ademas, en los escolares, hay que anadir el gasto debido al crecimiento, que
comprende la energia depositada en forma de proteinas y grasa mas el gasto
de su sintesis, y supone un consumo aproximado de 5 kcal/g de tejido aumen-
tado (Navia y Ortega, 2006; Requejo y Ortega, 2015).

Para el calculo de necesidades energéticas, en Espaia se utilizan las IR de
energia, que son el nivel de ingesta correspondiente al gasto energético para
un tamano y composicion corporal y a un nivel de actividad fisica determinado.
Las recomendaciones nutricionales para establecer el gasto energético total
se consideran las mismas para nifios y nifias hasta la edad de 10 afnos y suele
expresarse por kg de peso. Los requerimientos energéticos para el grupo de
edad de 7 a 12 meses son de 950 kcal/dia y para el grupo de 1-3 afios son de
1250 kcal/dia (Moreiras et al., 2018).

2.2.5.6 Macronutrientes

2.2.5.6.1 Proteinas

Las proteinas estan formadas por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.
Su principal funcion es la estructural, pero también destaca su papel transpor-
tador de moléculas, funcion catalitica, inmunoldgica, homeostatica, hormonal,
energética (4 kcal/g), reguladora del equilibrio acido-base y reguladora gené-
tica (De Burgos et al., 2017).

En la etapa preescolar y escolar las necesidades proteicas son altas debido a
la cantidad adicional para el proceso de crecimiento y desarrollo. En general,
la dieta infantil aporta proteinas suficientes y solo hay riesgo de encontrar
carencias en los niflos que siguen dietas vegetarianas estrictas y mal plani-
ficadas, en los que tienen alguna enfermedad o alergia alimentaria o en los
que incluyen una seleccion muy limitada de alimentos en sus dietas (Requejo
y Ortega, 2015).

La cantidad de ingesta de proteinas que propone la EFSA (2012) para nifos
es de: 9 g/dia a los 6 meses, 12 g/dia entre los 1 'y 2 aflos y 13 g/dia a los 3
afos. Las cantidades son similares para nifias: 9 g/dia a la edad de 6 meses,
11 g/dia al afo, 12 g/dia a los 2 afios y 13 g/dia a los 3 afios de edad.

Otra manera de expresar las necesidades es como porcentaje de la ingesta
total energética. ElI FNB utiliza la denominacion de rangos aceptables de dis-
tribucion de macronutrientes (AMDR, Acceptable Macronutrient Distribution
Range), que son los rangos de ingesta de los macronutrientes relacionados
con la reduccién del riesgo de desarrollar ENT mientras que se aporte la can-
tidad de otros nutrientes esenciales.

En relacion a este concepto, las recomendaciones de proteina expresadas
como porcentaje de aporte caldrico al total de la dieta se situan alrededor del

56



Tesis Doctoral
Diego Lozano Benito

12%, no superando el 15% (Serra y Aranceta, 2011; Ortega et al., 2014a). De
ese porcentaje, un 50-65% debe provenir de proteina de origen animal por su
riqueza en aminoacidos esenciales (Requejo y Ortega, 2015).

2.2.5.6.2 Lipidos

Los lipidos son la principal reserva de energia del organismo (9,3 kcal/g), for-
man parte de las membranas celulares, vehiculizan las vitaminas liposolubles
(A, D, E, K), son precursores de hormonas esteroideas, prostaglandinas, y
sales biliares, aportan acidos grasos esenciales (acido linoleico y linolénico) y
confieren palatabilidad a los alimentos.

Los lipidos se pueden clasificar en saponificables (lipidos simples: acilglicéri-
dos y ceras, y lipidos complejos: fosfolipidos y glicolipidos) e insaponificables
(esteroides, terpenos y prostaglandinas).

Los triglicéridos constituyen el grupo lipidico mas importante, y estan forma-
dos por tres moléculas de acidos grasos (cadena hidrocarbonada con un gru-
po carboxilo en el extremo alfa y un grupo metilo en el extremo omega) y una
de glicerol. Los acidos grasos (AG) se dividen en saturados (AGS), con en-
laces simples entre sus atomos de carbono e insaturados (AGl), con enlaces
dobles o triples.

Entre los AGS, el mas frecuente es el palmitico (presente en aceites vegeta-
les, aceites de pescado, leche y derivados lacteos, y grasa de mamiferos) y
otros comunes son el estearico, laurico y miristico.

Entre los AGI, son de gran importancia los AG esenciales, que deben ser
aportados en la dieta. Se trata de los AG poliinsaturados (AGPI): a-linolénico
(aceites de soja, linaza, nueces), del que derivan el acido eicosapentaenoico
(EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (ambos w-3), y linoleico (aceites ve-
getales), precursor del acido araquidénico (w-6). Los AGPI w-3 tienen efectos
beneficiosos durante la infancia (desarrollo del sistema nervioso, desarrollo
cognitivo y funcion visual) y como factor de proteccién en la enfermedad co-
ronaria, hipertension, diabetes, cancer y otras enfermedades inflamatorias y
autoinmunes (Gebauer et al., 2006). Los w-6 (linoleico) ayudan al control glu-
cémico y una reduccién del riesgo de diabetes.

El acido oleico (acido graso monoinsaturado, AGMI) no es esencial y es el
mas abundante en la dieta (aceite de oliva, aceite de colza, frutos secos),
siendo precursor de la familia w-9. Se ha relacionado con cambios beneficio-
sos como la reduccién del colesterol LDL, de los triglicéridos y del cociente
colesterol total y un aumento del colesterol HDL (Mensink, 2003).

En los AGPI, los dobles enlaces pueden presentar configuracion cis o trans
segun la orientacion espacial de los atomos de hidrogeno enlazados a los
carbonos. En los isémeros cis los grupos semejantes se encuentran en el
mismo lado del doble enlace y le confiere a la molécula puntos de fusion ba-
jos (estado liquido a temperatura ambiente). Sin embargo, los isémeros trans
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presentan los grupos en el lado opuesto. El principal origen de los AG trans
en la dieta procede de la hidrogenacion industrial de aceites vegetales con el
fin de solidificar grasas, aumentar la estabilidad del producto y su conserva-
cion. Otras dos fuentes de AG trans son el calentamiento de aceites a altas
temperaturas y la biohidrogenacion ruminal, por la que las bacterias del rumen
transforman los AGI en AGS produciendo como producto intermedio AG trans,
presentes en los productos lacteos y carnicos de rumiantes.

El colesterol es exclusivo de tejidos animales y es una sustancia lipidica de
extraordinaria importancia biolégica ya que es un componente estructural de
las membranas celulares, participa en la sintesis de hormonas esteroideas, de
la vitamina D, asi como de los acidos biliares que facilitan la digestion y ab-
sorcion de las grasas de la dieta. La hipercolesterolemia esta relacionada con
un aumento en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares a largo
plazo, por lo que debe disminuirse su consumo desde la infancia (De Burgos
et al., 2017).

Las recomendaciones de lipidos expresadas como porcentaje de la ingesta
total energética son entre un 30 y un 35% (Serra y Aranceta, 2004; SENC,
2011), mientras que la EFSA (2010b), propone un 40% de la energia total en
el periodo de alimentacién complementaria de 6 a 12 meses, y entre el 35y
40% en el segundo y tercer afio de vida.

2.2.5.6.3 Hidratos de carbono

La mision principal de los carbohidratos o glucidos es energética, aunque al-
gunos hidratos de carbono pueden tener una funcién estructural o funcional
cuando van unidos a proteinas o lipidos.

Desde el punto de vista dietético se pueden clasificar en:

» Simples o azucares:
o Monosacaridos (glucosa, fructosa y galactosa).
o Disacaridos: maltosa, sacarosa y lactosa.
o Oligosacaridos: dextrinas.

» Complejos o polisacaridos:
o Digeribles: almidon digerible y glucégeno.
o No digeribles (90% fibra alimentaria): almidén no digerible y celulosa.

Los glucidos complejos se encuentran en los cereales, las legumbres y las
verduras, y los sencillos forman parte de la bolleria, pasteles, golosinas, etc.
(De Burgos et al., 2017).

Los objetivos nutricionales establecen que los hidratos de carbono deben con-
tribuir al aporte energético total con un 50-55%, preferiblemente con un por-
centaje bastante mayor de hidratos de carbono complejos (SENC, 2011).
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El rango que propuso la EFSA (2010c) es mas amplio, entre un 45 y 60% del
aporte de energia diario. Ademas, recomiendan que los azucares afnadidos no
representen mas del 10% de energia total. En este sentido, la OMS establece
este mismo limite para los hidratos de carbono sencillos recomendando limi-
tar especialmente los azucares refinados (sacarosa, fructosa, edulcorantes
a base de almiddn), presentes en productos como las bebidas azucaradas,
bolleria, pasteleria y golosinas, con el fin de prevenir la obesidad y la caries
dental (OMS, 2015).

2.2.5.7 Fibra dietética

La fibra dietética se define como el residuo vegetal no digerible al no ser degrada-
do por las enzimas del tracto gastrointestinal. Las funciones de la fibra estan rela-
cionadas principalmente con la regulacion de las funciones digestivas (retencion
de agua, estimulacion de la motilidad intestinal, efecto laxante, enlentecimiento
del vaciamiento gastrico, sensacién de saciedad), pero también tienen valor nu-
tricional como fuente de energia (produce AG de cadena corta) y otras funciones
de regulacién del metabolismo (disminucion de los niveles de colesterol sérico y
glucemia, fijacion de cationes). Debido a varias de estas funciones se le ha atri-
buido ser un factor de proteccion frente a canceres intestinales y ENT.

La fibra alimentaria, bajo una perspectiva fisioldgica, se puede dividir en fibra
soluble e insoluble. Y, en funcion del grupo quimico se dividen en:

 Polisacaridos (hidratos de carbono complejos no digeribles).
o Almiddn no digerible o resistente (insoluble).

o Polisacaridos no almidonaceos: celulosa (insoluble) y hemicelulosa
(algunas insolubles y otras solubles) y pectinas (soluble).

* No polisacaridos: lignina (insoluble).

La fibra alimentaria se encuentra en las verduras y otras hortalizas, frutas,
legumbres, cereales y derivados, y frutos secos (De Burgos et al., 2017).

En Espana, carecemos de |A de fibra dietética en nifios, por lo que se deberia
basar en los objetivos nutricionales de adultos o recomendaciones de otros
paises. Por ejemplo, la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia
y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN, European Society for Pediatric Gastroen-
terology Hepatology and Nutrition) considera que la ingesta diaria de fibra
dietética debe ser superior a 10 g en la edad escolar e ir aumentando durante
la adolescencia hasta alcanzar la recomendacion para adultos (Aggett et al.,
2003). En EE. UU. se recomienda para nifios sanos mayores de 2 afos y
hasta los 18, la cantidad de fibra que resulte de sumar 5 g/dia y su edad. El
margen de seguridad es la cantidad de fibra en gramos equivalente a la edad
del nifio (en afios) a la que se suman 10 g por dia (Williams, 1995).

Por ultimo, aunque en nifos el efecto de la fibra dietética estda menos docu-
mentado, existen trabajos que asocian la ingesta de fibra en la infancia con
beneficios a corto y largo plazo (Kranz et al., 2012).
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2.2.5.8. Micronutrientes

2.2.5.8.1 Vitaminas

Son sustancias organicas complejas que carecen de valor energético, pero su
aporte exogeno es esencial para el ser humano porque no las puede sintetizar
o lo hace en cantidad insuficiente. Por lo tanto, son necesarias en la dieta en
pequefas cantidades y se debe prestar atencion al procesado de los alimen-
tos porque son sensibles al calor, oxidacion y otros procesos quimicos. Su
funcidn principal se relaciona con la regulacidn de los procesos metabdlicos y
tanto la carencia como el exceso de su ingesta pueden resultar perjudiciales y
provocar trastornos (De Burgos et al., 2017).

La clasificacion mas aceptada se basa en su solubilidad. Las vitaminas hidro-
solubles son de gran importancia al participar como cofactores o cosustrato de
sistemas enzimaticos y en reacciones del metabolismo energético de hidratos
de carbono, proteinas y acidos nucleicos. La deficiencia clinica de vitaminas
hidrosolubles es poco frecuente y el exceso no es peligroso porque no se acu-
mulan en el organismo y se excretan por la orina. Las vitaminas liposolubles
tienen funciones mas especializadas que las hidrosolubles. Se almacenan en
el organismo, por lo que si la ingesta es excesiva pueden ocasionar fenome-
nos de toxicidad (De Burgos et al., 2017). En las Tablas 7 y 8 se resumen las
principales propiedades y fuentes de las vitaminas hidrosolubles y liposolu-
bles, respectivamente.

60



Tesis Doctoral

Diego Lozano Benito

Tabla 7. Propiedades y funciones de las vitaminas hidrosolubles (Kraemer et al., 2012; Ortega
et al., 2014a; De Burgos et al., 2017).

Vitamina Propiedades Fuentes
L Participa en el metabolismo de los Alimentos de origen vegetal
Tiamina . (cereales, legumbres,
hidratos de carbono y en los procesos de : .
(B,) L . levadura), y animal (higado,
transmision nerviosa
leche, huevos y pescado)
. . Precursora de coenzimas (FMN y FAD), Leche y derivados fuente
Riboflavina ; : . T
(B) que intervienen en el metabolismo de los  principal y en muchos otros
2 hidratos de carbono, grasas y proteinas alimentos
Origina dos coenzimas (NAD y NADPH), .
. . . Pescados, visceras, carnes,
Niacina con un papel esencial en el metabolismo
. . huevos, leche, cereales y
(B.) de hidratos de carbono, proteinas y .
3 Iy leguminosas
lipidos
Acu?o. Co_r’r_1ponente de la coenzima A, que Ampliamente distribuido en
pantoténico participa en numerosas reacciones del .
) o e los alimentos
(By) metabolismo de lipidos y energético
Coenzima de gran numero de reacciones
Lo del metabolismo de aminoacidos, :
Piridoxina . ) ., Cereales integrales,
lipidos e hidratos de carbono y también
(B.) L ” . legumbres, carne y pescado
6 participa en la formacion de anticuerpos
y eritrocitos
Coenzima en las reacciones de . x
. o . Huevo, higado, rifidn,
Biotina carboxilacién y transcarboxilacién y, por levadura v leche
(Bg) tanto, en el metabolismo de hidratos de y
carbono, lipidos y de aminoacidos
Biosintesis de &cidos nucleicos y de . .
i - N . - Hortalizas de hoja verde,
Acido félico algunos aminoacidos. También participa
. . cereales, legumbres, frutos
(B,) en la maduracién celular y previene la .
o . b secos e higado
anemia megaloblastica
Se comporta como coenzima en la
sintesis de proteinas, lipidos y acidos
Cobalamina nucleicos. Interviene en la eritropoyesis Higado, rindn, sesos,
(B,,) y en el mantenimiento de células carnes, pescados, huevos,

Acido ascorbico

(©)

nerviosas, por lo que previene la anemia
megaloblastica y las alteraciones
neurologicas

Agente reductor y antioxidante, participa

en la biosintesis de colageno y carnitina.

También favorece la absorcion intestinal
del hierro no hemo y de los folatos

leche y derivados

Alimentos de origen vegetal
(frutas citricas, verduras y
otras hortalizas) y en los
productos de origen animal
(higado)
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Tabla 8. Propiedades y fuentes de las vitaminas liposolubles (Ortega et al., 2010; Kraemer et

al., 2012; Ortega et al., 2014a; De Burgos et al., 2017).

Vitamina

Propiedades

Fuentes

Vitamina A

Vitamina D

Vitamina E

Vitamina K

Desarrollo embrionario, crecimiento,
reproduccion, funcion inmune,
mantenimiento del tejido epitelial y
favorece la vision

Participa en procesos endocrinos
y metabdlicos, destacando el
mantenimiento de la homeostasia
del calcio y fésforo (mineralizacion
Osea, absorcién intestinal y
reabsorcién renal). Presenta un papel
modulador en la respuesta inmune y
previene la diabetes, enfermedades
cardiovasculares y cancer

Antioxidante de AGPI protegiendo
a las membranas celulares de los
radicales libres y, al sistema nervioso,
al esquelético y a la retina del dafio
oxidativo

Procesos de coagulacion al ser un
cofactor necesario para la sintesis de
los factores de la coagulacion

Huevo, leche, mantequilla, queso
e higado y hortalizas de hoja verde
oscuro, frutas y verduras de color
amarillo

Pescados grasos (salmén,
bacalao, arenque, sardina),
huevos, leche y ciertas carnes.
Sintesis enddgena por exposicion
a luz solar

Aceites vegetales, hortalizas de
hoja verde, germen del trigo, maiz,
cacahuete, frutos secos, coco,
huevo e higado

Hortalizas de color verde intenso,
cruciferas, huevo, higado, queso y
otros productos fermentados

Los requerimientos de vitaminas para la poblacién preescolar se cubren sa-
tisfactoriamente en el contexto de una dieta equilibrada. Solo en el caso de
nifios con regimenes dietéticos especiales (vegetarianos o enfermos), podria
ser necesario complementar la dieta con suplementos vitaminicos (Requejo y
Ortega, 2015). En la Tabla 9 se recogen las ingestas dietéticas recomendadas
para vitaminas por el FNB (FNB, 2000).
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Tabla 9. Ingesta dietética de referencia para vitaminas (FNB, 2000).

Vitamina 7-12 meses 1-3 ahos
Vitamina D (ug/d)’ 5 5
Tiamina (mg/d) 0,3 0,5
Riboflavina (mg/d) 0,4 0,5
Niacina (mg/d)’ 4 6
Vitamina B6 (ug/d)’ 0,3 0,5
Folato (ug/d)’ 80 150
Vitamina B12 (ug/d) 0,5 0,9
Ac. pantoténico (mg/d) 1,8 2
Biotina (mg/d) 6 8
Colina (mg/d)’ 150 200
Vitamina C (mg/d)’ 50 15
Vitamina E (mg/d)’ 5 6

Nota: La tabla presenta ingestas recomendadas (RDA) en tipo de letra normal e ingestas
adecuadas (IA) en tipo cursiva.

' Nivel maximo de ingesta (UL) para 1-3 afios: Niacina, 10 mg/dia; vitamina B, 30 mg/dia;
folato, 300 pg/dia; colina, 1g/dia; vitamina C, 400 mg/dia; vitamina E, 200 mg/dia; vitamina
D, 50 uyg/dia. UL para 7-12 meses: Vitamina D, 25 ug/dia.

2.2.5.8.2 Minerales

Son sustancias inorganicas no energéticas esenciales para el ser humano
cuya carencia induce trastornos bioquimicos. Ademas, algunos minerales son
contaminantes ambientales (Hg, Al, Pb, As, Cd, Sn), por lo que su presencia
en alimentos superando los limites establecidos pueden provocar trastornos
en la salud.

Los minerales se pueden dividir en tres grupos:

* Macroelementos: el organismo los necesita en cantidades mayores de
100 mg/dia (Ca, P, Na, K, Mg, Sy CI).

* Microelementos: se necesitan en cantidades inferiores a 100 mg/dia (Fe,
Cu, F, Co, Cr, Mn, I, Mo y Se).

» Oligoelementos o elementos traza: se precisan cantidades muy peque-
Aas, del orden de ug/dia (Zn).

Las principales funciones que se les atribuye son la estructural (forma-
cion de tejidos y ser parte de macromoléculas) y la reguladora (transmi-
sion neuromuscular, transporte de oxigeno, equilibrio acido-base, balan-
ce hidroeléctrico, cofactores enzimaticos, entre otras) (De Burgos et al.,
2017). La Tabla 10 muestra las propiedades y fuentes alimenticias de los
minerales.
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Tabla 10. Propiedades y fuentes de los minerales (Ortega et al., 2014a; De Burgos et al., 2017).

Mineral Propiedades Fuentes
Formacion y mantenimiento de los
huesos y dientes, transmisién del Leche y derivados lacteos,
Calcio impulso nervioso, regulacion de la hortalizas de hoja verde oscura,

funcioén del muasculo cardiaco y también sardinas, legumbres y frutos secos
participa en la coagulacion

Desarrollo y mantenimiento de huesos
y dientes, contribuye al equilibrio acido-
base, participa en la actividad nerviosa Carnes, pescados, huevos,

Fésforo y muscular y forma parte de diferentes  lacteos, frutos secos, legumbres
moléculas (ATP, fosfolipidos, acidos
nucleicos y proteinas)
Formacion de hemoglobina y cofactor
de enzimas en reacciones redox. Hierro hemo (higado, carnes,
. También interviene en la actividad pescados) y no hemo en alimentos
Hierro . . oo . .
del sistema inmunitario, sintesis de de origen vegetal 8legumbres y

neurotransmisores y utilizacion de las  algunas hortalizas de hoja verde)
vitaminas del grupo B

Componente de huesos y dientes,
contribuye al equilibrio acido-
Magnesio base, interviene en la actividad
neuromuscular y es un cofactor de mas
de 300 enzimas

Ampliamente repartido entre los
alimentos

Interviene en la sintesis de los
principios inmediatos, regulacién
del crecimiento 6seo, desarrollo de
Zinc organos sexuales y funcionamiento del
sistema inmunoldgico. Relevancia en el
funcionamiento del gusto, el olfato y la
vision nocturna

Carnes magras, higado, ostras,
almejas, huevos y leche

Componente de las hormonas tiroideas
Yodo y participa en el metabolismo de los
macronutrientes

Mariscos y pescados de mar y sal
yodada

Interviene en el mantenimiento del
equilibrio acido-base y balance hidrico
Potasio y osmoético, participa en la transmision
del impulso nervioso y en la actividad

Fruta, verduras, hortalizas,
legumbres y cereales

muscular
Mantenimiento del equilibrio acido-
Sodio base y el hidrosalino, asi como en la Sal de mesa, leche, carnes rojas,
transmision del impulso nervioso y en aves, pescado y huevo

la actividad muscular

Nueces, mariscos, visceras, carne

Selenio Antioxidante ;
roja y de aves de corral

Flaor Fortifica los huesos y el esmalte dental Fluoracion del agua potable
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En la Tabla 11 se recogen las ingestas dietéticas de minerales recomendadas
por el FNB (FNB, 2000).

Tabla 11. Ingestas dietéticas recomendadas para minerales (FNB, 2000).

Calcio’ Fésforo! Magnesio' Flaor! .
Grupo de edad Selenio /d
P (mg/d) (mg/d) (mg/id)  (g/d) (ugld)
7-12 meses 270 275 75 0,5 20
1-3 afios 500 460 80 0,7 20

Nota: La tabla presenta ingestas recomendadas (RDA) en tipo de letra normal e ingestas
adecuadas (IA) en tipo cursiva.

" Nivel maximo de ingesta tolerable (UL) para 1-3 afos: Calcio, 2,5 g/dia; fésforo,3 g/dia;
selenio, 90 ug/dia; magnesio,65 mg/dia; fluor, 1,3 mg/dia. UL para 7-12 meses: Selenio, 60
pg/dia; flaor 0,9 mg/ dia.

2.2.6 Requisitos de la dieta infantil

2.2.6.1 Caracteristicas de los principales grupos de alimentos

La dieta del nifo debe ser variada para conseguir que sea equilibrada y con-
tenga los nutrientes necesarios. El concepto de dieta variada puede ser muy
relativo por lo que mas que variedad importa la proporcidon en la que se inclu-
yen alimentos de los distintos grupos (Requejo y Ortega, 2015).

2.2.6.1.1 Cereales

Los cereales y productos derivados (pan, pasta, arroz, etc.), junto con otros
alimentos ricos en hidratos de carbono complejos, son la base de una alimen-
tacion adecuada. Los cereales mas recomendados son los de grano entero, es
decir, que en el alimento (grano intacto, descascarillado, molido, fragmentado
0 en copos), estan presentes los tres componentes del cereal (endospermo,
germen y salvado), porque aportan vitaminas del complejo B, vitamina E, mi-
nerales, fibra, presentando también un menor indice glucémico (EFSA, 2010d).

Se asocia un mayor consumo de cereales de grano entero con menor riesgo
de enfermedad y mortalidad total (Wei et al., 2016). Por lo tanto, se debe prio-
rizar el consumo de cereales y sus derivados elaborados mayoritariamente
con harinas de grano entero y tener un menor consumo de alimentos elabo-
rados con harinas refinadas o de menor contenido en fibra. También hay que
tener en cuenta las técnicas culinarias que favorecen un menor indice glucé-
mico (SENC, 2016).

2.2.6.1.2 Legumbres

El consumo de legumbres se debe estimular por ser una fuente importante de
energia y nutrientes. Destaca el aporte de proteina vegetal (20-30%) de alto
valor bioldgico no asociada a grasas saturadas. Su componente mayoritario
son los hidratos de carbono complejos (50-55%), al contrario que los lipidos
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que solo constituyen un 2-5%, mayoritariamente poliinsaturados. En cuanto
a minerales y vitaminas contribuyen con vitaminas del grupo B, vitamina K,
calcio, magnesio, hierro y potasio y también es interesante su aportacion en
fibra soluble e insoluble (15-20 g/100 g) (SENC, 2016).

Como ya se ha sefialado, su aspecto mas destacable es el aporte proteico de
calidad de origen vegetal. La sustitucion de algunas raciones de carne a la
semana por legumbres podria tener un impacto positivo en el control del peso
y en la prevalencia de ENT (Kouris-Blazos y Belski, 2016).

2.2.6.1.3 Verduras y otras hortalizas

Las verduras y otras hortalizas son ricas en fibra, vitaminas (vitamina C, ca-
rotenos), minerales, tienen un alto contenido en agua y un bajo aporte de ca-
lorias (50 kcal/100 g) (SENC, 2016). Se asocian con un papel protector sobre
distintas ENT (Wang et al., 2014).

No obstante, la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nu-
tricion (AECOSAN), en un informe de 2011, con el fin de evitar la metahemog-
lobinemia producida por la ingestién de nitratos, recomenddé no incluir en la
dieta las espinacas ni las acelgas antes del primer afio de edad y, en caso de
hacerlo, su contenido no debia exceder el 20% del contenido total del puré.
Para nifios de 1 afo a 3 la recomendacién fue no ofrecer mas de una racion
de espinacas y/o acelgas al dia (AECOSAN, 2011a). Esta Agencia, acaba de
actualizar estas recomendaciones para bebés y nifios de corta edad en base
a una evaluacion del riesgo realizada a partir de la informacién cientifica mas
reciente, aplicandose a espinacas, acelgas y borrajas (AESAN, 2020a).

2.2.6.1.4 Frutas

Las frutas tienen interés nutricional por su aporte de vitaminas (folatos, vitami-
na C, carotenos, vitamina B,, B, niacina y vitamina E) y minerales (magnesio
y potasio, principalmente). El aporte energético del grupo es bajo (con excep-
cion del platano, aguacate, coco o aceitunas), con una media de alrededor de
40 kcal/100 g. Contienen fibra, que ayuda a regular la funcion intestinal, y su
contenido en agua puede llegar a alcanzar mas del 90% (SENC, 2016).

Los zumos de fruta comerciales no aportan beneficio nutricional y no se debe-
rian introducir antes del primer ano de vida. En el grupo de edad de 1 a 3 afnos,
se puede sustituir solo una de las raciones de fruta recomendadas diariamen-
te por un zumo de fruta natural y se tiene que preparar lo mas proximo a su
consumo, como en el caso de las frutas troceadas (Heyman y Abrams, 2017).
Las frutas en conserva y las mermeladas son una opcién ocasional y siempre
en formatos sin azucares afiadidos o con baja concentracion de azucares
(Aasheim et al., 2015). Las frutas desecadas son una alternativa a los edulco-
rantes y como acompanante en distintos platos (Carughi et al., 2016). Por su
parte, las aceitunas son fuente importante de AGMI y vitamina E, siendo una
buena opcion frente a otros aperitivos (Ghanbari et al., 2012).
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2.2.6.1.5 Carnes y derivados carnicos

Los alimentos del grupo de carnes y derivados carnicos son una fuente basi-
ca de proteinas de alto valor bioldgico, lipidos, vitaminas (principalmente del
grupo B) y minerales (hierro-hemo, zinc, potasio y selenio).

En este grupo hay que diferenciar entre las carnes blancas y las carnes rojas.
El término carnes blancas, de color mas palido debido a un menor contenido
en mioglobina, hace referencia a la carne de conejo, aves de corral y a las de
cordero y cerdo dependiendo de la edad del animal, de la alimentacion del
mismo y del corte. Se recomienda un mayor consumo de estas carnes por su
bajo contenido en grasas saturadas y menor aporte energético y de colesterol,
aunque la composicion y contenido graso varia en funcion de la especie ani-
mal, edad, sexo, tipo de crianza, alimentacion o el corte (SENC, 2016).

EN 2015, la OMS publicé un informe en base a varios estudios (Sinha et al.,
2009; Bouvard et al., 2015) en el que reflejaba la asociacion entre el consumo
de carne roja (buey, ternera, cerdo, cordero, oveja, cabra y caballo) y el desa-
rrollo de cancer colorrectal. El procesado a altas temperaturas de esta carne
que genera pardeamiento y zonas quemadas (asado, plancha, brasa), puede
formar compuestos potencialmente carcinogénicos (N-nitrosos, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y aminas heterociclicas). También se ha relacionado
el consumo de carnes rojas y procesadas con un mayor riesgo de todas las
causas de mortalidad (Larsson y Orsini, 2014).

2.2.6.1.6 Pescados y mariscos

Los pescados y mariscos aportan proteinas de buena calidad, un perfil lipidico
rico en AGPI, minerales y oligoelementos (yodo, selenio, zinc o calcio) y algu-
nas vitaminas como laAy D.

El perfil graso varia segun la especie y la estacionalidad. Los pescados blancos o
magros (merluza, bacalao, pescadilla, etc.) contienen menos del 1% de grasa, los
semigrasos (trucha, emperador, palometa, etc.) entre el 1y el 7%, y los azules o
grasos (atun, sardina, anchoa, etc.) mas del 7%, siendo ricos en w-3 (SENC, 2016).

El consumo de pescado tiene beneficios en toda la poblacion, pero en 2011 la
AECOSAN alert6 del riesgo de intoxicacién por mercurio al ingerir pescados
de gran tamafno, por lo que desaconsej6 el consumo de atun rojo, pez espada,
tiburdn y lucio en los niflos menores de 3 afios. Teniendo en cuenta los ultimos
datos de publicaciones y estudios, la AESAN ha actualizado estas recomen-
daciones en favor de especies de bajo contenido en mercurio y evitando el
consumo de las 4 citadas en niflos de hasta 10 afios y mujeres embarazadas
(AECOSAN, 2011b; AESAN, 2019a).

2.2.6.1.7 Huevos

El huevo es un alimento con elevada densidad nutricional cuyos nutrientes
presentan una gran biodisponibilidad. Tiene proteinas de alto valor biologi-
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co, AGPI w-3, vitaminas A, D, E y del grupo B, colina, hierro, selenio, etc.
(SENC, 2016).

Sin embargo, su consumo se restringid por su alto contenido en colesterol,
aunque en las ultimas décadas hay datos que no le atribuyen un mayor riesgo
cardiovascular, incluso algunos estudios han encontrado un menor riesgo de
diabetes tipo 2 en aquellos individuos con mayor consumo de huevos (Rong
et al., 2013; Virtanen et al., 2015). Por tanto, para los individuos con niveles
séricos de colesterol normales, la ingesta moderada de huevos no debe ser
motivo de preocupacion (Lopez-Sobaler y Aparacio, 2014) y constituye, junto
a la alternancia con pescados, legumbres y frutos secos, una excelente alter-
nativa proteica para el excesivo consumo de carne.

2.2.6.1.8 Leche y derivados lacteos

La leche y sus derivados son fuente de proteinas de buena calidad, lactosa,
vitaminas del grupo B, vitamina A, vitamina D y minerales, entre los que des-
taca el calcio (SENC, 2016).

Hay controversia respecto a si los nifios deben tomar leche entera, con ele-
vado contenido en AGS y colesterol, o leche baja en grasa. Parece razonable
que los escolares con obesidad o sobrepeso consuman lacteos con reducido
contenido en grasa, mientras que los nifios con un estado de salud 6ptimo
tomen leche entera que les asegure el aporte de vitaminas liposolubles, entre
ellas la vitamina D que, junto al calcio, favorecen la formacién 6sea en nifos
(Weaver, 2015). Ademas, se ha demostrado que la grasa lactea constituye
una fuente natural de compuestos bioactivos (acido butirico, acido linoleico
conjugado, fosfolipidos y esfingolipidos) con beneficio a la salud humana (Cal-
vo et al., 2014).

2.2.6.1.9 Frutos secos y semillas

Es un grupo de interés en la dieta mediterranea como aperitivo, acompafnante
0 en reposteria (almendras, avellanas, nueces, anacardos, pistachos, pifio-
nes, etc.). Se caracterizan por ser muy energéticos y ricos en nutrientes esen-
ciales como aminoacidos y proteinas, lipidos (AGl), vitaminas (vitamina E,
folatos), minerales (selenio, magnesio, potasio, calcio, zinc), oligoelementos,
fibra y con un contenido de agua inferior al 50% (SENC, 2016).

Su consumo se ve favorecido porque tienen la capacidad de saciar y preve-
nir enfermedades intestinales (estrefiimiento) y diversas ENT (Afshin et al.,
2014). Se recomienda su consumo crudo o ligeramente tostados y sin azucar,
sal y/o grasas afnadidos (SENC, 2016).

2.2.6.1.10 Aceites

Debe ser prioritario el consumo de aceite de oliva virgen como principal grasa
de adicion. Se utiliza tanto en crudo (como aderezo en ensaladas y para untar
en pan), como para frituras, guisos o asados. Se ha descrito como patron ali-
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mentario saludable en la dieta mediterranea gracias a su composicion rica en
AGMI (hasta un 80% de acido oleico) y a sus componentes menores (escuale-
no, esteroles, pigmentos y compuestos fendlicos) (SENC, 2016). El suplemento
de la dieta mediterranea con aceite de oliva virgen extra ha mostrado una menor
incidencia de ENT y de mortalidad por todas las causas (Estruch et al., 2018).

Los aceites de semillas, como los de girasol, soja y maiz, son otra alternativa
y aportan AGPI, en especial el acido linoleico. En la industria alimentaria, por
su bajo coste, se utilizan otros aceites no tan deseables por ser ricos en AGS
y AG trans (aceites de palma y coco). Estan presentes en muchos alimentos
preparados, por lo que su consumo se debe limitar al maximo (Alonso y Cas-
tellano, 2007).

Ya se ha mencionado que el aceite de oliva se puede usar para untar. Otras
grasas untables son la margarina, de origen vegetal, y la mantequilla, de ori-
gen animal. Su consumo tiene que ser opcional, ocasional y moderado por el
contenido de AG trans de la primera y por el elevado contenido en grasa total,
especialmente de AGS, de la segunda (SENC, 2016).

2.2.6.1.11 Bolleria, pasteleria y productos azucarados

Los productos de bolleria, pasteleria y reposteria, junto a los productos de
confiteria (llamados coloquialmente chucherias), son alimentos con valor
energético alto (310-560 kcal/100 g) compuestos por un 10-40% de grasas
(AGS 45-64% y AG trans 0,7-14%) y un 35-70% de hidratos de carbono (de
los cuales son azucares entre el 6 y el 25%).

Los azucares son hidratos de carbono sencillos que se pueden encontrar de
forma natural (fruta, lacteos, miel), o afladidos en alimentos para mejorar su
sabor y otras caracteristicas organolépticas (SENC, 2016).

No se ha encontrado una correlacién convincente entre el consumo de azucar
y el riesgo de cancer, pero parece predisponer a ENT y si hay una asociacion
evidente entre el consumo de azucares sencillos y la caries dental (Te Moren-
ga et al., 2013). Para prevenir la caries dental se debe limitar la frecuencia de
consumo de productos dulces fermentables y bebidas azucaradas por debajo
de 3-4 veces/dia, ademas de mantener una buena higiene buco-dental diaria
(SENC, 2011).

Es por este motivo que el azucar no es un nutriente esencial, unido a que pro-
duce elevaciones bruscas de la glucemia. Por tanto, su consumo debe ser op-
cional, ocasional y moderado. La misma recomendacion se debe seguir para
los productos de bolleria y pasteleria, priorizando el consumo de reposteria
elaborada en casa con métodos e ingredientes tradicionales.

2.2.6.1.12 Sal y alimentos salados

Se estima que un 70-75% de la sal consumida procede de alimentos proce-
sados y consumidos fuera del hogar. Las evidencias cientificas relacionan
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el consumo de productos salados con un incremento de la hipertension vy,
por tanto, con el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y accidente
cerebrovascular. Por ello, la OMS recomienda reducir la cantidad de sodio
consumida a 2 g (5 g de sal) en adultos y de una manera proporcional a las
necesidades energéticas del nino (OMS, 2013). Las recomendaciones de la
Asociacion Espanola de Pediatria (AEP) son de 2 g de sal/dia (0,8 g de sodio)
para los nifios de 1 a 3 afos y de 2 g de sal/dia (menos de 0,4 g de sodio)
hasta los 12 meses, por lo que no debe anadirse sal a la alimentacion comple-
mentaria (Gomez et al., 2018).

El sector de los frutos secos y aperitivos salados (snacks) ha tenido un au-
mento de ventas en los ultimos afos. Se esta haciendo un esfuerzo en su re-
duccion, aunque no se hallé ninguna variacion estadisticamente significativa
entre los analisis de 2009 y 2012 del Plan de reduccién de consumo de sal
en Espania (AECOSAN, 2015). El contenido medio de sal en los aperitivos
salados es del 1,26% (frutos secos excluidos a pesar de representar el mayor
porcentaje de ventas en el sector). Ademas, pueden aportar exceso de azu-
cares y conservantes.

2.2.6.2 Distribucion de las comidas

El patron de distribucion de comidas mas recomendable para los nifios es
similar al del adulto, con cuatro o cinco ingestas diarias, y con la siguiente dis-
tribucion porcentual de energia: 25% en el desayuno, 30% en la comida, 15%
en la merienda y 30% en la cena. Si bien, en el caso de los mas pequefios,
es conveniente una quinta comida a media manana disminuyendo el aporte
caldrico en el resto de comidas con el objeto de evitar periodos amplios de
ayuno y el picoteo entre horas (Muioz y Marti, 2008; Requejo y Ortega, 2015).

El desayuno es una de las comidas del dia mas importante y tiene que re-
presentar del 20 al 25% de la ingesta energética total diaria para que el nifio
en edad escolar y preescolar desarrolle con normalidad las actividades en la
escuela (Mufioz y Marti, 2008; Requejo y Ortega, 2015). La calidad nutricio-
nal del desayuno influye sobre el rendimiento intelectual y concentracion de
los nifios, por lo que debe incluir leche o producto lacteo, un alimento a base
de cereales y una fruta (Mufoz y Marti, 2008, Lépez-Sobaler et al., 2018).
En el estudio de Alimentacién, Actividad Fisica, Desarrollo Infantil y Obesidad
(ALADINO) 2019 llevado a cabo con casi 17000 escolares espanoles, solo el
2,2% realizé un desayuno de calidad incluyendo al menos los tres grupos de
alimentos citados. El desayuno mas frecuente fue un lacteo con bolleria y/o
galletas, con casi un tercio de los encuestados eligiendo esta opcién y solo el
2,4% de los escolares declararon no haber desayunado el dia del estudio (AE-
SAN, 2020b). La relacion de la omision de desayuno con un peor rendimiento
es una asociacion extensamente estudiada (Ptomey et al., 2016).

A media mafiana, es conveniente reforzar la ingesta del desayuno con una
fruta, yogur o bocadillo que aporte entre el 5 y el 10% de las necesidades
energéticas diarias. Es importante evitar el consumo de bolleria y chucherias.
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A medio dia se realiza la comida principal del dia, por lo que tiene que ser lo
mas equilibrada posible y que proporcione entre el 30 y el 35% del aporte ca-
I6rico diario. Esta comida estara compuesta por un primer plato, un segundo
plato y postre.

La siguiente comida del dia es la merienda, que tiene que cubrir entre el 10 y
el 15% de la energia total diaria. Los mejores complementos nutricionales los
aportan alimentos como los lacteos vy frutas, y se debe evitar que sea abun-
dante para que lleguen con apetito a la ultima comida del dia.

La cena debe aportar entre el 25 y el 30% de los requerimientos energéticos
del dia, por lo que se complementara con la comida del mediodia realizada en
casa o en la guarderia, con el fin de no repetir los platos (Mufioz y Marti, 2008).

Alimentacion: Actividad fisica:

Ocasionalmente

Dedicar poco liempo a aclividades sedenta-

fias como ver la lelevision, jugar con video-
juegos o utilizar el ordenador.

Ocasionalmente
Hay productos que solo deberian tomarse
de forma ocasional, como bollos, duices.
refresoos, “chuchenas’ o patatas fitas y
similares.

Varias veces a la semana
Praclicar varias veces a la semana
algun deporte o ejercicio fisico

como 13 gimnasia, la natacion, el
tenis. el allelismo o los deportes
de equipo.

Varias veces a la semana
Pescados blancos y azules, le-

gumbres, huevos, carnes, em- &
butidos, frutos secos, son ali-
menlos importantes y pueden
combinarse con otros, de-
biendo consumirse varias
veces a la semana, aunque

no lodos los dias.
A diario A diario
Alimentos como las fru- Realizar todos los dias

tas, verduras y hortali-
zas, cereales, pro-
ductos lacteos, pany
aceile de oliva,
deben ser la base

durante al menos 30
minutos alguna activi-
dad fisica moderada
como caminar, ir al
trabajo o al colegio

de la dieta y con- andando, sacar a
sumirse a diario. | pasear al perro o
También el armoz L Subir las escale-
y la pasta pue- /vv ras a pie en
den altemnarse. vez de ulilizar
el )
Bebe 4 3gU3 o
Sal udab |
E ;
i Stilo de

B agua es fundamental en la nutricion, gyrarers
y deben beberse al menos entre 1 y 2 litros naos
diarios de agua. come 1ano y muévete!
Figura 8. Nueva Piramide de la Alimentacién y la Actividad Fisica de la Estrateg|a NAOS
(AESAN, 2010b)
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2.2.6.3. Cantidades y raciones de alimentos: Piramide de la alimentacién
saludable

Como se ha visto con anterioridad, las Guias Alimentarias de la SENC y su
piramide nutricional (Figura 5) son la referencia a nivel nacional. Existen pira-
mides dirigidas a la poblacién infantil como la elaborada también por la SENC
(Figura 6), la piramide para la poblacion infantojuvenil de la AEP (Alonso y
Castellano, 2007), la piramide tridimensional del estilo de vida saludable para
ninos y adolescentes (Gonzalez-Gross et al., 2008) o la nueva piramide de la
alimentacion y la actividad fisica (Figura 8), que fue publicada por el Ministerio
de Sanidad, Politica Social e Igualdad con la reedicién de la Estrategia NAOS
en 2010. La nueva piramide muestra la frecuencia de consumo de los distintos
grupos de alimentos y resalta el importante papel del ejercicio (juegos, paseo,
subir escaleras, etc.) en la prevencion de la obesidad (AESAN, 2010b).

Concretando el numero de raciones de los distintos grupos de alimentos que
aconsejan la mayoria de estas Guias alimentarias, las pautas recomendadas
para escolares son:

* Lacteos: 2-3 raciones/dia.

 Frutas, verduras y otras hortalizas: 5-7 raciones/dia.
» Cereales y legumbres: 6-8 raciones/dia.

» Carnes, pescados y huevos: 2-3 raciones/dias.

* Dulces y grasas ocasionalmente.

También se debe tener en cuenta que para ajustar la ingestas deben hacerse re-
comendaciones acerca del tamafo de las raciones. Sirvan como ejemplo las reco-
mendaciones proporcionadas por la Guia de comedores del Programa PERSEO
(MISACO, 2008) y del DoCACE (MSPSI, 2010), que se detallan en la Tabla 12.
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Tabla 12. Recomendaciones del tamafio de las raciones de grupos de alimentos para pobla-
cion escolar (MISACO, 2008; MSPSI, 2010).

Alimento PERSEO Alimento DoCACE
Verduras y otras  80-150 g plato principal Verduras 120-150 g plato principal
hortalizas 20-40 g guarnicion 60-75 g guarnicion
80-150 g plato principal 200-250 g plato principal
Patatas L Patatas L
20-38 g guarnicion 90-100 g guarnicion
Pasta 40-70 g plato principal 60-80 g plato principal
10-18 g guarnicion 20-25g guarnicion
o Pasta, arroz
40-70 g plato principal
Arroz L 20-25 g sopa
10-18 g guarnicion
35-50 g plato principal 60 g plato principal
Legumbres L Legumbres L
9-12 g guarnicion 30 g guarnicion
Pan 25-50 g Pan 60g
Carne (sin , ~
hueso) 50-85 g 80-90 ¢ filete pequefio
100-120 g chuleta grande
de cerdo/costillas de
cordero
Carnes 80-90 g carne picada (para
Carne (con albondigas, hamburguesas)
65-110 g .
hueso) 20-30 g carne picada (para
arroz, pasta)
150-160 g pollo guisado
Derivados 55 30 g embutido, fiambre
carnicos
Pesgado (]lmplo 50-85 g Pes_cado en 100-120 g
y sin espinas) filetes
Huevos 64 g Huevos 1-2 unidades
Fruta 80-150 g Fruta 150-200 g
Lacteos (leche) 100-200 g Leche
200 ml
Yogur 125g (postre)
Queso 20-60 g Queso 50-60 g

2.2.6.4 Alimentacion de nifios de corta edad

2.2.6.4.1 Alimentacién complementaria del nifio de 6 a 12 meses

La alimentacién complementaria se refiere a todo alimento sdlido o liquido que
comienza a tomar el lactante, distinto de la leche materna o de un preparado
para lactantes o de continuacion (Cafedo-Arguelles et al., 2019).

Tanto la ESPGHAN como la AEP consideran la lactancia materna exclusiva
hasta los 6 meses como un objetivo deseable, pero a partir de los 6 meses
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puede ser insuficiente energética y nutritivamente. Por ello, la alimentacion
complementaria puede proporcionar los nutrientes suficientes que ayuden al
lactante al desarrollo madurativo y psicomotor, eviten déficits de micronutrien-
tes y disminuyan el riesgo de desarrollar alergias alimentarias (Fewtrell et al.,
2017; Gémez, 2018).

No existen bases cientificas solidas para especificar como y cuando introducir
los diferentes grupos de alimentos y suele estar condicionado por la tradicién
cultural, situacion economica o desarrollo del nifio. Todas las recomendacio-
nes indican que la alimentacién complementaria se deberia introducir alrede-
dor de los 6 meses. No obstante, el Comité de la ESPGHAN recomienda entre
la semana 17 y la 26, debido al riesgo de deficiencia de hierro de los lactantes
y a que las funciones gastrointestinales y renales estan suficientemente ma-
duras sobre los 4 meses (Domellof et al., 2014).

La forma de comenzar con la alimentacion complementaria es de manera in-
dividualizada, lenta, progresiva y en pequefias cantidades para que el lactante
vaya aceptando los nuevos alimentos y sus sabores (no afiadir azucar, ni sal,
ni edulcorantes) y poder detectar la causa de una eventual reaccién de hiper-
sensibilidad alimentaria (Cafnedo-Arguelles et al., 2019).

El lactante es el que decide cuanta cantidad come y los padres deben respetar
las senales de hambre y saciedad sin forzarle a comer o distraerle. La presen-
tacion empieza por purés progresando hacia texturas grumosas y semisélidas
(pequenos trozos cortados o aplastados) nunca mas tarde de los 8-9 meses,
para que al afio de edad consuma la misma dieta familiar (OMS, 2018b). El
orden en el que se deben introducir los alimentos no esta establecido, aunque
se aconseja que los alimentos ricos en hierro se introduzcan en primer lugar
(Fewtrell et al., 2017). En la Tabla 13 se muestra una posible secuencia de
introduccion de alimentos.
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Tabla 13. Calendario orientativo de incorporacién de alimentos.

Edad de incorporaciéon (meses) y duraciéon
Alimentos aproximada

0-6 6-12 12-24 24-36

Leche materna

Preparados para lactantes

Cereales con o sin gluten, frutas y hortali-
zas, pescado, carnes, legumbres, huevo,
aceita de oliva

Yogur natural y queso fresco

Leche entera de vaca

Sdlidos con riesgo de atragantamiento
(frutos secos enteros, palomitas, granos
de uva)

Alimentos superfluos o procesados
(azucar, miel, mermeladas, chocolate, Cuanto mas tarde y menos cantidad, mejor
bolleria, y embutidos)

Sal y alimentos salados Se recomienda evitar su uso

Fuente: Elaboracion propia adaptada de Manera y Salvador (2016).

Un aspecto de controversia en la introducciéon de alimentos es el referido a las
bebidas. El agua debe ser la bebida de eleccion para calmar la sed, evitando
el consumo de zumos de fruta antes del afio de edad (en nifios de 1 a 3 afios
se permite un maximo de 120 mi/dia). Las bebidas de escaso valor nutritivo
(té, infusiones, azucaradas y carbonatadas) se deben evitar. La leche de vaca
se debe evitar también por su bajo contenido en hierro y por su contenido en
proteinas que pueden ser alérgicas para el lactante. Podra tomar pequenas
cantidades antes de los 12 meses, pudiendo consumir leche entera a partir de
esa edad (Fewtrell et al., 2017).

En los ultimos afios, a raiz de cuestionar la necesidad de triturados para iniciar
la alimentacién complementaria, ha surgido el concepto de la alimentacién di-
rigida por el lactante (BLW, Baby-Led-Weaning), que es una forma de alimen-
tacion complementaria en la que el lactante dirige el proceso desde el princi-
pio. Los padres seleccionan qué alimentos sélidos ofrecerle y el nifio decide
qué elegir y cuanta cantidad. La practica se fundamenta en que el bebé se
sienta con la familia en la mesa y el nifio se alimenta por si solo, con los dedos
al comienzo y con los cubiertos posteriormente. El aporte de leche materna
o artificial sera a demanda sin relacion con la comida familiar (Rapley, 2011).

En 2015, se presentd una versidon modificada de la BLW, llamada introduc-
cion de solidos guiada por el bebé (BLISS, Baby-Led-Introduction to Solids),
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para abordar las principales preocupaciones generadas en la BLW. La BLISS
se caracteriza por ofrecer alimentos que el nifio sea capaz de coger con sus
manos y dirigir a la boca (sin riesgo de asfixia), ofrecer un alimento en alto
contenido en hierro y un alimento de alto valor energético en cada comida
(Daniels et al., 2015).

En la Tabla 14 se muestra la frecuencia de consumo para cada grupo de
alimentos y actividad fisica en lactantes (6-12 meses), recomendada por la

Consejeria de Sanidad de Madrid (BOCM, 2018a).

Tabla 14. Frecuencia recomendada de consumo para cada grupo de alimentos y actividad
fisica en lactantes (6-12 meses) (BOCM, 2018a).

Grupos de Frecuencia  Peso de cada raciéon Medidas caseras
alimentos recomendada (en crudo y neto) 1 plato normal
1 pieza pequena
Frutas 1-2 100g Y, taza de cerezas-fresas
Verduras © 2-4 80 g a plato verdura cocida
o
0
Lacteos 2 3.4 Leche materna 1 biberdn de leche
8 Formula: 150-180 ml %, unidades de yogur
®
Aceite de oliva E 1-2 59 1 cuchara de postre
®©
S
2-3 dedos de una barra de pan
20-30 g de pan
Pany cereales 2-3 4-6 cucharadas soperas
20-30 g cereales
4-6 galletas
3 cucharadas soperas de arroz
Pasta. arroz 30-40 g en crudo o pasta (secas)
A ’ 1-2 75-100 g en cocido 4 cucharadas soperas de
maiz, patata
50-60 g patata macarrones (secas)
Y, patata mediana
’g?
Lequmbres @ 1-2 30-40 g seco 3 cucharadas soperas,
9 § 75-100 g cocido cocinadas y secas
8
S 1 filete pequefio
Pescado 'g 2-3 50-60 g 1 lomo merluza de 2 dedos de
& grosor
®
5 1 filet fi
Carnes magras, g 3 30-50 g ilete pequefio
aves 3 1 muslo pollo
Huevos 1 60-75 g 1 huevo
Varias veces al dia en Juegos en el suelo
Actividad fisica Diario Actividades supervisadas en

entornos seguros

el agua
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En la Tabla 15 se propone un menu diario para nifios de aproximadamente 8
meses y de 10-12 meses, propuesto por la Agencia de Salud Publica de Ca-
taluna (Manera y Salvador, 2016).

Tabla 15. Ejemplo de menu diario para nifios menores de 8 a 12 meses (Manera y Salvador, 2016).

Nifnos 8 meses Nifnos 10-12 meses

Papillas de cereales o un trozo de

Desayuno ) Pan con tomate y aceite y queso tierno

pan con aceite
. Verduras con patata y trocitos de Ju<_:||a tierna, zanahoria, patata y ceb_olla

Comida ollo y filete de merluza cortado en trocitos.
P Naranja

Merienda Pera Platano, un yogur natural y un palito de

pan
Cena Arroz con zanahoria y guisantes Sopa de arroz, calabaza y garbanzos

Leche materna a demanda (o, si no es posible, leche adaptada)

2.2.6.4.2 Menu diario mas adecuado para nifios de 1 a 3 afios

Las recomendaciones especificas de ingesta por grupos de alimentos y su
frecuencia de consumo ya se han detallado anteriormente en el punto 2.26.3.
A modo de sintesis, la Tabla 16 recoge la frecuencia de cada grupo y el peso
de cada racién y su correspondiente medida (BOCM, 2018b).
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Tabla 16. Frecuencia recomendada de consumo para cada grupo de alimentos y actividades

fisica en preescolares (1-3 afnos) (BOCM, 2018b).

Peso de cada

Grupos de . L . Medidas caseras
. Frecuencia recomendada racion
alimentos 1 plato normal
(en crudo y neto)
1 pieza pequena
Frutas 2-3 100 g 3 fresones/5 fresas medianas
2 rodaja de meldn
100-150 g plato a plato verdura cocida
Verduras 2-3 principal 2 plato de lechuga
= 50 g guarnicion 1 zanahoria
% 125-150 ml de %4 vaso grande de leche
g leche entera
Lacteos .8 3-4 125 g de yogur 1 unidad de yogur
© 40 g de queso . .
E f 2 quesito
o resco
Aceite de 8
oliva a 2-3 59 1 cucharada de postre
30 g de pan 2-3 dedos de una barra de
20 g cereales
Pany pan
2-3 desayuno
cereales 2 cucharadas soperas
20 g galletas
« ‘» 3 galletas
maria

Pasta, arroz,

, 4 60 g pasta (crudo)
maiz, patata = 100 g pasta
:
Legumbres o 2 40-50 g crudo
2
&
Pescado S 3-4 50 g
©
(=
Carnes g
magras, 3 3-4 509
aves
Huevos 2-3 5049
Embutidos
y carnes
grasas, Ocasionalmente
bolleria,
helados
Agua 4-5 200 cc
B
22
Actividad 9.8 . ;
fisica a E’-‘i Diario 2 horas al dia

50 g arroz (crudo)

1 plato de postre 6 1
cucharon (cocido)
1 patata mediana

1 cazo de servir (cocido) o
Y plato hondo raso
1 filete pequefio
1 lomo merluza de 2
dedos de grosor

1 filete pequefio tipo cinta
de lomo
1 muslo pollo
Y filete pequefo de
ternera

1 huevo S

1 vaso

Actividades
infantiles
habituales
en nifos
sanos
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Como también se ha comentado, el patron de distribucién de comidas diario
de un nifio en edad preescolar, tiene que estar compuesto por 4 6 5 comidas
y cada una con su correspondiente contribucion calérica.

Las dos comidas principales se repartiran en dos platos y un postre. El primer
plato esta basado en arroz, pasta, verduras con patata, menestra de verduras
o legumbres con verduras en puré. Este primer plato aporta una importante
contribucion energética en forma de hidratos de carbono complejos, por lo que
es importante su ingesta para no tener que cubrir las necesidades energéticas
con las proteinas del segundo plato.

El segundo plato esta compuesto por una fuente proteica (carnes, derivados
carnicos, pescado o huevos), que ademas son ricos en otros micronutrientes
como el hierro. Es conveniente acompafar al segundo plato de una guarnicion
de ensalada, verduras o patatas (asadas, cocidas o en puré).

Para el postre lo mas aconsejable es una pieza de fruta. Si se alterna con al-
gun producto lacteo, hay que garantizar el aporte de fruta en la merienda y a
media mafana. Se tiene que evitar la bolleria u otros platos dulces.

La bebida sera agua y el pan blanco, que se podra cambiar un dia a la semana
por pan integral (Leis et al., 2007; Aranceta et al., 2008).

En la Tabla 17 se propone un menu diario para nifios de 1 a 3 afos propuesto
por la Agencia de Salud Publica de Catalufa (Manera y Salvador, 2016).

Tabla 17. Ejemplo de menu diario para nifios de 1 a 3 afios (Manera y Salvador, 2016).

Nifios 12-18 meses Nifios 18-36 meses
1 taza de leche y pan tostado con  Leche y tostadas con aceite y un trozo
Desayuno . . )
aceite con un trozo de queso tierno de queso tierno
Me:d|a Gajos de naranja o mandarina Platano
mafiana
. Judia verde y patata con huevo  Guiso de patatas, zanahoria, calabacin,
Comida : :
duro. Macedonia guisantes y dados de pollo. Fresas
Merienda’ 1 yogur natural y tortitas de maiz 1 Yogur natural con muesli
Sopa de pistones, filete de Caldo vegetal con fideos vy filete de
Cena lenguado al horno y zanahoria merluza con verduras en papillote.
rallada. Fresas Pera

Leche materna a demanda

" En caso de que se incluya un alimento proteico, como por ejemplo el jamoén en la merienda,
habra que reducir la cantidad de carne, pescado y huevo que se sirva en la comida y/o cena.

2.2.6.5. El comedor escolar

Las nuevas realidades sociales (incorporacion de la mujer al mundo laboral,
familias monoparentales, grandes distancias entre el hogar y escuela, etc.),
han ocasionado que numerosas familias tengan que recurrir a CEl y sus co-
medores escolares (Aranceta y Pérez, 2015).
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Los ultimos datos estadisticos publicados por el MEFP referentes al curso
escolar 2017-2018, indican que el 64,3% de los CEI publicos y el 75,5% de
los privados disponen de comedor escolar (MEFP, 2020). Como se puede
apreciar en estos datos estadisticos, la oferta del comedor escolar en Espafia
ha aumentado en los ultimos anos. Para su gestion se dispone de diferentes
modelos. Se puede cocinar la comida en el centro o elaborarla en una cocina
central para su distribucién en linea caliente o linea fria. Respecto al menu,
puede ser unico o de eleccion, pero en ambos casos deberan disponer de me-
nus especiales o alternativos para alérgicos e intolerantes y de menus adap-
tados para dieta blanda (Cuadrado et al., 2015).

El comedor escolar es un instrumento de educacion nutricional que ayuda a la
incorporacion de nuevos gustos, habitos alimentarios y normas para una op-
tima alimentacion y nutricibn que acompanaran al niio durante toda su vida.
Ademas, en sus instalaciones se realiza la principal comida del dia, por lo que
su papel es muy importante desde el punto de vista cuantitativo y cualitativo.
Esta situacién supone la contribucién a la energia total del 30-35% durante
cinco dias a la semana en torno a diez meses al afio (Aranceta et al., 2008).

Asi, el comedor escolar ofrece una excelente oportunidad para poner en prac-
tica lo aprendido en el aula y ampliar el repertorio de alimentos introducidos
con una presentacion y textura diferentes, que favorezca la aceptacion de
nuevos platos y tomar una dieta mas variada. El estudio Dime como comes
también evalud otros aspectos importantes para poder ofertar un servicio de
calidad, como son la calidad percibida del servicio e instalaciones (Aranceta
et al., 2004).

Por tanto, el comedor escolar desempefia una funcién alimentaria con el su-
ministro de alimentos y composicion de los menus ofertados; una funcién nu-
tricional que satisface las necesidades alimentarias de los preescolares; y una
funcidn socializadora, cultural y educativa que favorece el desarrollo y promo-
cion de la salud (Aranceta y Pérez, 2015).

2.2.6.6. Como debe ser un buen ment escolar

Los nifios que asisten a la escuela infantil son un grupo muy heterogéneo que
requieren unas necesidades nutricionales muy distintas entre ellos. El disefio
de los menus escolares tiene que tener en cuenta las preferencias alimenta-
rias y las caracteristicas de los comensales y deberian invitar a familiarizarse
con nuevos sabores y texturas (Aranceta et al., 2008). Por ello, para que los
menus servidos en estos centros sean saludables y aceptados, se deberan
tener en cuenta en su elaboracién las siguientes premisas (Leis et al., 2007,
MISACO, 2008):

» Ajustar el contenido energético del menu a las necesidades de energia
de los nifos en funcién de su edad, sexo y actividad fisica.

» Realizar menus con un aporte calérico adecuado a los distintos macronu-
trientes, con predominio de los hidratos de carbono en detrimento de un

80



Tesis Doctoral
Diego Lozano Benito

menu hiperproteico o hipercalérico, y con un contenido en micronutrien-
tes suficiente.

 Ajustar la frecuencia de los distintos grupos de alimentos y la variedad de
alimentos dentro de cada grupo.

» Preparary elaborar los menus de manera que no alteren el valor nutricio-
nal de los alimentos, y usar técnicas culinarias y recetas variadas para
educar el sentido del gusto y aceptacion por los nifios.

« Evitar el consumo de productos precocinados y frituras.

* Adecuar el tamano de las raciones e ingredientes para que el preescolar
pueda consumir el total del menu.

» Evitar caer en la monotonia e intentar no repetir el mismo menu hasta
pasados al menos 15 dias. También se debe variar el menu segun la
estacion del afio.

» Ofertar agua y pan durante toda la comida.
+ Limitar el contenido de sal.

* Desde el punto de vista de seguridad alimentaria, aparte de usar materias
primas de calidad, se mantendra una correcta higiene y buenas practicas
de manipulacién.

» Ofrecer menus alternativos para los nifios con problemas de salud o fa-
cilitar los medios de conservacion y calentamiento para las comidas pre-
paradas en su casa.

Las Tablas 18 y 19 muestran unos menus escolares orientativos para lactan-
tes y nifos de entre 1 y 3 anos, respectivamente.

Tabla 18. Ejemplo de menu de comida escolar semanal para lactantes (6-12 meses) (BOCM,
2018a).

Lunes Martes?® Miércoles Jueves* Viernes
. Puré de
Puré de ) . . .
,  verduras Puré de Puré de Puré de
. verduras ; ) p
Comida con verduras verduras?y verduras'con
con ternera
pescado con huevo  legumbres pollo
magra
blanco
Complemento Lactancia materna, lactancia artificial o lacteo

Puré de verduras: Base de zanahoria y patata junto a tres verduras de temporada.
Puré de verduras: Base de arroz y zanahoria junto a tres verduras de temporada.
El menu del martes se podria repetir el sdbado en casa.

El menu del jueves se podria repetir el domingo en casa.

A0 N =
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Tabla 19. Ejemplo de programacion semanal de menus escolares para preescolares (1-3
anos) (BOCM, 2018b).

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Judias verdes
. Sopa de
. Sopa de arroz  Lentejas rehogadas : Macarrones
Primer plato cocido con
con verduras  con arroz en salsa de . con queso
fideos
tomate
Tortilla de
Hamburguesa . Lenguado
Segundo patatas con Menestra Cocido
. de ternera con al horno con
plato rodajas de  de verduras completo .
patatas calabacin
tomate
Zumo de Platano y
Postre Fruta Macedonia . Fruta naranja con
naranja natural .
rodajas

Pan blanco’ 1 racion (30 g)

" En ocasiones, ofrecer pan integral en lugar de pan blanco.

2.2.6.7. Politicas de salud publica infantil

En la actualidad, las orientaciones en relacion con las practicas alimentarias
y la actividad fisica saludable constituyen elementos esenciales en todas las
estrategias de promocion de la salud y prevencién de las enfermedades cro-
nicas.

2.2.6.7.1 Estrategia mundial sobre régimen alimentario, actividad fisica y salud

La OMS considera la obesidad infantil uno de los problemas de salud publica
mas graves del siglo XXI. Para hacer frente a esta epidemia, en 2004 elabor6
una estrategia, cuya meta general era promover y proteger la salud orientando
la creacion de un entorno favorable para la adopcion de medidas sostenibles
a escala individual, comunitaria, nacional y mundial que, en conjunto, dieran
lugar a una reduccion de la morbilidad y mortalidad asociadas a una alimenta-
cion poco sana y a la falta de actividad fisica. En el punto 43 de dicha estrate-
gia, se animaba a los Gobiernos a formular y adoptar politicas que apoyaran
dietas saludables en el colegio y limitaran la disponibilidad de productos con
un alto contenido en sal, azucares y grasas. También se alento a los centros
educativos, junto a las familias, a contratar el suministro de proveedores loca-
les (OMS, 2004).

En 2013, en reconocimiento a la importancia de la dieta como determinante
de la salud, la OMS impulsé el Plan de Accién Global para el Control de En-
fermedades No Transmisibles, que incluye estrategias dirigidas a las dietas
no saludables, inactividad fisica, abuso de tabaco y bebidas alcohdlicas.
Los cambios relacionados con la dieta se refieren al balance de la ingesta
energética, a la limitacion de AGS y AG trans en beneficio de los AGI, al
aumento del consumo de frutas y verduras, y a la limitacion de sal y azucar
(OMS, 2013).

82



Tesis Doctoral
Diego Lozano Benito

2.2.6.7.2 Libro blanco de la UE para una estrategia europea sobre problemas
de salud relacionados con la alimentacion, el sobrepeso y la obesidad

La CE, en consonancia con la estrategia de la OMS, elaboro6 el Libro Blanco
de la UE para una estrategia europea sobre problemas de salud relacionados
con la alimentacion, el sobrepeso y la obesidad. En este documento se alude
a la infancia como un periodo determinante para inculcar comportamientos
saludables y conocimientos para adoptar un estilo de vida saludable, y a la es-
cuela como el escenario de intervencion donde desarrollar acciones eficaces
para modificar los comportamientos a largo plazo (UE, 2007).

Posteriormente, la UE establecio sus lineas de accién con el Plan de Accion
de la UE 2014-2020 sobre obesidad infantil, que enfatiza la importancia del
entorno escolar para la promocién de la salud infantil (UE, 2014).

2.2.6.7.3 Estrategia para la Nutricion, Actividad Fisica y Prevencion de la Obe-
sidad (NAOS)

En este contexto, el MISACO, a través de la AESAN, afronté y liderd la situa-
cion de la obesidad en nuestro pais con el disefio de la Estrategia NAOS, que
tiene como finalidad mejorar los habitos alimentarios e impulsar la practica
regular de la actividad fisica de todos los ciudadanos, poniendo especial aten-
cion en la prevencién de la obesidad durante la etapa infantil (AESAN, 2005a).
Desde su lanzamiento en el afio 2005, el objetivo de la Estrategia NAOS es
invertir la tendencia de la obesidad mediante acciones o intervenciones en
distintos ambitos de la sociedad (familiar, educativo, empresarial, sanitario,
laboral, comunitario) que promuevan y faciliten opciones para una alimenta-
cion variada y equilibrada, y para la practica de actividad fisica, asi como una
informacion mas adecuada para ayudar al consumidor a elegir los alimentos
mas saludables.

En 2008 se cred una Comision para la Estrategia NAOS en la que trabajan
coordinadamente las Consejerias de Sanidad de las CC. AA. y el Ministerio
de Agricultura y de Educacion. Esta Comision desarrolla programas de promo-
cion de la alimentacién, de nutricion, o de actividad fisica para la prevencion
de la obesidad y/o el fomento de habitos saludables. Algunos de los proyectos
mas importantes que se han realizado bajo su amparo han sido los estudios
ALADINO en 2011, 2013, 2015y 2019, o la elaboracién del DoCACE en 2010,
que establece criterios nutricionales que deben cumplir los alimentos y bebi-
das ofertados en los centros educativos, asi como las frecuencias de consu-
mo recomendadas de cada alimento en los menus escolares.

Otras iniciativas merecedoras de mencién durante los anos de aplicacion de
la Estrategia NAOS son el Codigo PAOS de corregulacion de la publicidad de
alimentos y bebidas dirigida a menores, prevencion de la obesidad y salud, la
Piramide NAOS, y numerosas campafias de promocion y educacion, o publi-
caciones (Libro Blanco de la Nutricién en Espana, Libro Blanco de Nutricion
Infantil en Espaia, entre otros documentos).
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2.2.6.7.4 Programa Piloto Escolar de Referencia para la Salud y el Ejercicio
contra la Obesidad (PERSEOQO)

Los preocupantes datos obtenidos a través de la Encuesta Nacional de Salud
de Espana en 2006, relativos a la prevalencia de obesidad y sobrepeso en la
infancia, revelaron que un 15,38% de los nifios de entre 5 y 9 afios presen-
taban obesidad y un 21,43% sobrepeso (MISACO, 2006). Ello hizo que en
ese mismo afo la AESAN, en el marco de la Estrategia NAOS, promoviera el
Programa Piloto Escolar de Referencia para la Salud y el Ejercicio contra la
Obesidad (PERSEOQ), orientado a la promocion de la alimentacion y la acti-
vidad fisica saludable en el ambito escolar. Consiste en un conjunto de inter-
venciones sencillas en los centros escolares que pretenden promover habitos
de vida saludables entre los alumnos (6-10 afos), actuando simultaneamente
sobre el comedor y el entorno escolar para facilitar la eleccién de las opcio-
nes mas sanas e implicando también a las familias. Se trata de un programa
institucional y necesita de la participacion de las distintas Administraciones
publicas.

El programa empezd con una experiencia piloto en las 6 CC. AA. que presen-
taban mayor prevalencia en obesidad mas las dos ciudades autonomas, con
el objeto de que en el futuro sirviera de modelo para su implementacion a nivel
estatal. Uno de los objetivos consistio en identificar los factores determinantes
del patron de consumo alimentario, para lo que se realizé un ensayo de inter-
vencion comunitaria centrado en el medio escolar. Para ello, se dirigio el pro-
grama didactico y de formacion al profesorado, familias, personal de los cen-
tros educativos y personal de las administraciones (Aranceta et al., 2013a).

2.2.6.7.5 Ley 17/2011 de seguridad alimentaria y nutricion

La Ley 17/2011, de 5 de julio, de seguridad alimentaria y nutricion abordo la
materia de nutricién, intimamente relacionada con la salud asociada a una co-
rrecta alimentacion. El capitulo VIl esta dedicado a la alimentacion saludable,
la actividad fisica y la prevencién de la obesidad como respuesta a la crecien-
te preocupacion de las autoridades sanitarias nacionales e internacionales por
la ascendente prevalencia de obesidad. Con la entrada en vigor de la ley, se
dio respaldo legal a la Estrategia NAOS estableciendo varias lineas de accion
ya iniciadas e impulsando otras.

Asi, la ley articulo la creacion del Observatorio de la Nutricion y del Estudio
de la Obesidad con el fin de obtener la adecuada evidencia sobre la situacion
existente de la obesidad en Espana y de sus factores determinantes. Tam-
bién contempla medidas especiales dirigidas a menores, particularmente en
el ambito escolar, como actividades de ensefianza de la nutricién para los
alumnos y formativas del profesorado, supervision por profesionales con for-
macion acreditada del correcto equilibrio nutricional y variedad de las comidas
servidas en los centros educativos. Ademas, las escuelas infantiles y los cen-
tros escolares tienen que proporcionar la programacion mensual de los menus
(incluidos aquellos con necesidades especiales), con detalle de los productos
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utilizados para que la cena sea complementaria con el menu del mediodia.
También considera estos centros espacios protegidos de la publicidad y no
permite la venta de alimentos y bebidas con un alto contenido en AGS, AG
trans, sal y azucares.

Por ultimo, la ley insta al Gobierno, en coordinacién con las CC. AA., la ad-
ministracion local y con la participacion de los operadores econémicos y los
agentes sociales, a desarrollar la Estrategia NAOS. A raiz de esta estrategia,
y dentro del Programa PERSEOQO, se elaboré en el aio 2008 la Guia de Co-
medores Escolares (MISACO, 2008) o el ya citado DoCACE (MSPSI, 2010) a
nivel nacional.

En el ambito autonémico, las 17 CC. AA. y la ciudad autbnoma de Ceuta dis-
ponen de 38 planes y programas relacionados con las politicas alimentarias,
que incluyen 18 planes de salud, 14 programas nutricionales integrales y 6
programas de obesidad infanto-juvenil (Sanchez et al., 2019). Ademas, las 17
CC. AA. cuentan con sus correspondientes guias que toman como referencia
el DoCACE para la composicion de los menus en las escuelas, 11 comunida-
des abordan los servicios de cafeteria y las maquinas expendedoras y 9 el
servicio de desayuno, aunque solo 4 CC. AA. han regulado legalmente estos
aspectos (Monroy-Parada et al., 2019).

En la Tabla 20 se recogen las Guias Practicas especificas para la etapa prees-
colar o que, al menos, incluyen el grupo de edad hasta los 3 afios, elaboradas
por algunas comunidades autbnomas.

Tabla 20. Guias Practicas para centros de educacion infantil.

CC. AA. Guia /Recomendaciones
Andalucia Guia para la promocion de la allmentaclon equilibrada en nifios y nifias
menores de tres afos (2005)
Asturias Comer en la escuela infantil. Recomendaciones de 0 a 3 afos (2011)
Canarias Guia pediatrica para la alimentacion. Pautas de alimentacion y actividad
fisica de 0 a 18 afos (2011)
. Programa alimentacién saludable y actividad fisica en la infancia y
Cantabria .
adolescencia (2010)
Castilla-La Guia de Alimentacién para comedores escolares (2006)
Mancha
- Recomendaciones para la alimentacién en la primera infancia (de 0 a 3
Cataluha ~
afios) (2016)
Madrid Guia Practica para la planificacién del menu de comedor escolar (2008)
Madrid Recomendaciones dietético-nutricionales. Preescolares (1-3 afos) (2018)

La realizacién de estudios o encuestas nacionales y autonémicas sobre la
organizacion y gestion del comedor escolar, oferta de alimentos y perfil nu-
tricional de los menus servidos, puede aportar una informacién valiosa para
el desarrollo de guias dietéticas o politicas nutricionales. Entre ellos desta-
can los estudios enKid (Serra-Majem et al., 2006), ENRICA (Guallar-Castillon,
2013), ALADINO (AESAN, 2020b), ALSALMA (Dalmau et al., 2015), ANIBES
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(Pérez-Rodrigo et al., 2016), ENALIA (Lopez-Sobaler et al., 2017), ELOIN (Or-
tiz-Marrén et al., 2018), ENPE (Aranceta-Bartrina et al., 2020) y EsNuPI (Ma-
drigral et al., 2020; Cuadrado-Soto et al., 2020), entre otros.

2.2.6.7.6 Plan de colaboracion para la mejora de la composicién de los ali-
mentos y bebidas y otras medidas 2017-2020

Por otra parte, la AESAN, a través de la Estrategia NAOS, forma parte del
Grupo de Alto Nivel para la Nutricién y Actividad Fisica de la CE, que en 2008
acordo el abordaje prioritario de la reformulacion de los alimentos y bebidas
para conseguir una dieta con mejor calidad nutricional.

EI MSCBS, a través de la AESAN, junto a varios sectores de la alimentacion, pro-
movieron un plan para la mejora de la composicién de varios tipos de alimentos y
bebidas. En concreto, las empresas firmantes confirmaron la voluntad de reducir
azucares afnadidos, sal y grasas saturadas en los aperitivos salados, las bebidas
refrescantes, bolleria y pasteleria, cereales de desayuno infantil, cremas de ver-
duras, derivados carnicos, galletas, helados, néctares de frutas, pan envasado,
platos preparados, productos lacteos, salsas y tomate frito con el objetivo de ayu-
dar a los consumidores a prevenir la obesidad y las enfermedades relacionadas
(cardiovasculares, diabetes, etc.) (Resolucion de 8 de febrero de 2019).

Por ultimo, es interesante citar una publicacion que pretende crear entornos
alimentarios saludables para revertir la epidemia de la obesidad y las prin-
cipales ENT en Espafia: “querer es poder”, cuyas politicas alimentarias se
recogen en la Tabla 21.

Tabla 21. EI PODER de las politicas alimentaria (Royo-Bordonada et al., 2019).

Pilar Area de intervenciéon Politica prioritaria

Publicidad alimentaria Regulacion integral de la

P L publicidad alimentaria dirigida a
dirigida a menores
menores

Oferta de alimentos y Promover una oferta saludable

(0] bebidas en maquinas expendgdoras de
_ _ alimentos y bebidas
Entomo alimentario D Demanda de alimentos y Impuesto a las bebidas
bebidas azucaradas
Etiquetado frontal Aplicacién efectiva del
E . . .
interpretativo Nutri-Score
R Reformulacion de productos Reformular los acuerdos de
procesados reformulacién con la industria

2.2.7 Factores de riesgo nutricional

Los cambios de estilos de vida acontecidos en los ultimos afios han modifica-
do la alimentacion de los nifios, lo que condiciona el consumo de alimentos
con elevado aporte caldrico y baja calidad nutricional. Los habitos alimentarios
inadecuados que se generan podrian jugar un papel fundamental en la alta
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prevalencia de las denominadas enfermedades de la civilizacion, entre las
que destaca la obesidad.

A continuacion se presentan los principales riesgos nutricionales que pueden
presentarse en la dieta infantil.

2.2.7.1 Ingesta excesiva de alimentos proteicos

Hay evidencia de que una ingesta elevada de proteina durante los dos prime-
ros anos de vida aumenta el riesgo de padecer obesidad a lo largo de la vida,
gota y otras ENT, pudiendo tener también consecuencias sobre la funcionali-
dad de los rifiones. Se piensa que la ingesta proteica estimula la secrecion del
factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1), que provoca la proliferacion celu-
lar, acelera el crecimiento y aumenta el tejido adiposo. La concentracion IGF-|
se asocia mas a las propiedades de la proteina de leche de vaca que a las de
la carne, cuyo consumo, por otra parte, es menor en estas edades. Por ello,
parece prudente limitar el contenido de proteina en férmulas infantiles utiliza-
das en el primer afo de vida y reducir el consumo de leche de vaca durante el
segundo afo de vida (Michaelsen et al., 2012; Michaelsen et al., 2014).

El estudio nacional ALSALMA puso de manifiesto el elevado consumo de pro-
teinas en la dieta de los nifios menores de 3 afios, con un 95,9% de nifios que
consumid mas del doble de proteinas recomendadas. Sin embargo, el perfil
caldrico de las proteinas no supero el 20% del total (Dalmau et al., 2015). Por
lo tanto, hay que ajustar la cantidad de suministro de los alimentos proteicos
de origen animal (carne, pescado, huevos y lacteos).

2.2.7.2 Ingesta excesiva de grasas saturadas y acidos grasos trans

Se ha demostrado la asociacion entre la ingesta de AGS (carnes rojas, em-
butidos, alimentos ultraprocesados) y el aumento de las concentraciones de
colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL y cociente colesterol total/co-
lesterol HDL, considerado como un buen indicador de riesgo de enfermedad
coronaria (Ros et al., 2015).

Los AG trans provenientes de la hidrogenacién de grasas vegetales (marga-
rinas) y presentes en muchos alimentos (comidas rapidas, bolleria industrial,
aperitivos, etc.) producen efectos adversos en la salud debido a los cambios
que producen en el perfil de las lipoproteinas séricas y también en la respues-
ta inflamatoria y la funcion endotelial, asociandose principalmente a enferme-
dades cardiovasculares (Riob6 y Bretén, 2013).

Las politicas de reduccion de consumo de AG frans y la implicacion de la in-
dustria alimentaria en la reformulacion de sus productos son la causa de la
disminucion del contenido de AG trans en los alimentos. La Ley 17/2011 esta-
blecio limitaciones y, recientemente, la UE ha regulado la presencia de grasas
frans que no sean las presentes de forma natural en las grasas de origen
animal, estableciendo un limite de 2 g por cada 100 g de grasa (Reglamento
(UE) 2019/649).
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Distintos trabajos sugieren que la sustitucion de AGS y AG trans por AGPIl y
AGMI reduce el riesgo de enfermedad coronaria y diabetes tipo 2. Ademas,
no hay datos suficientes que relacionen los AGMI con enfermedades cronicas,
cancer o ganancia de peso corporal (Risérus, 2009; Mozaffarian et al., 2010;
y Ros et al., 2014).

2.2.7.3 Ingesta excesiva de azucares simples

El consumo de azucares libres ha aumentado considerablemente en las ul-
timas décadas. Ello no solo favorece el exceso de peso, sino que también
predispone tanto en la infancia como en edad adulta al desarrollo de enfer-
medades como la diabetes tipo 2, hipertensidn, dislipidemia y la aparicion de
caries (Te Morenga et al., 2013).

Los carbohidratos son los componentes que directamente incrementan la glu-
cosa en sangre Yy, por tanto, la secrecion de insulina. El tipo de carbohidrato
es mas importante que la cantidad para determinar el riesgo de enfermedad
cronica. Los granos de cereales refinados, patatas y bebidas azucaradas es-
tan asociados con un mayor riesgo y los granos minimamente procesados,
legumbres y frutas con un menor riesgo (Ley et al., 2014). En funcién del in-
dice glucémico de los carbohidratos del alimento consumido, afecta en mayor
o menor medida a la hiperglucemia postpandrial y a la hiperinsulinemia y, por
consiguiente, determinara el desarrollo de diabetes tipo 2, enfermedad coro-
naria y obesidad (Ludwig et al., 2002).

El mecanismo relacionado con la ganancia de peso esta en continuo debate
y parece ser la fructosa quien desempena un papel importante. La fructosa se
metaboliza en intestino e higado y bajo ciertas condiciones experimentales
puede estimular la lipogenésis de novo, la inflamacién y la resistencia a la
insulina (Goran et al., 2013; Ludwig et al., 2018). Ante esa situacion la OMS
recomienda limitar la ingesta de azucares libres (azucares afadidos, azucares
presentes de forma natural en zumos de fruta y concentrados de zumos de
fruta), hasta no mas del 10% de la energia total para prevenir la obesidad y
las ENT, incluso una reduccién inferior al 5% seria beneficiosa en relaciéon con
la caries dental (OMS, 2015).

La SENC (2011) plantea no superar el 10% de la energia a partir de azucares
afadidos, en especial en la poblacion infantil. Se recomienda que los nifios
consuman menos de 25 g/dia de azucares anadidos (100 kcal/dia o 6 cucha-
raditas) y evitar los azucares anadidos para los nifios menores de 2 afios (Vos
et al., 2017; Fidler et al., 2017).

En el estudio de Jardi et al. (2018) para relacionar el exceso de azucares
libres en la dieta de nifios de 12 meses y el exceso de peso a los 30 meses,
se observo que un elevado porcentaje de lactantes realizaban un consumo de
azucares libres mayor al 10% recomendado por la OMS y la SENC. El 31,2%
de los nifos de 12 meses presentaron un exceso de peso y a los 30 meses
aumentd el porcentaje hasta el 39,5%. De hecho, muchos de los alimentos
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dirigidos a lactantes que se introducen en la dieta en edad muy temprana son
ricos en azucares libres y afadidos, o que supone un riesgo para desarrollar
obesidad en una etapa posterior (Foterek et al., 2016). La mayoria de los ali-
mentos infantiles presentan un perfil nutricional inadecuado y superan amplia-
mente el contenido en azucares (Elliot y Conlon, 2015).

En cuanto a las bebidas azucaradas, diferentes revisiones sistematicas
indican la asociacién positiva entre su consumo y la ganancia de peso en
nifios y adultos debido a su alto contenido en azucares afadidos, baja
saciedad y la incompleta compensacion caldrica en las comidas ingeridas
posteriormente (Malik et al., 2013; Luger et al., 2017). Por ultimo, existe
discrepancia en si incluir o no a los zumos de fruta en la definicién de
azucares libres. Hay evidencias de que los zumos de fruta naturales favo-
recen un menor grado de compensaciéon energética que la fruta, promo-
viendo un exceso de energia y una baja ingesta de fibra (Ferreira-Pégo
et al., 2016).

2.2.7.4 Aporte excesivo de sal

Los nifos, aparte de sentir atraccion por el dulce, también tienen una especial
preferencia por los alimentos con sabor salado, por lo que son vulnerables
a un entorno en el que predomina la venta de alimentos con alto contenido
en sodio. Se ha constatado que tanto la biologia del lactante como las expe-
riencias aprendidas influyen en el gusto de los nifios hacia alimentos salados
(Liem, 2017).

La mayor parte de la sal consumida en Espafia procede de alimentos proce-
sados y consumidos fuera del hogar, lo que se conoce como sal “oculta”. El
estudio ENRICA indicé que las principales fuentes de sal en la dieta nacional
son los productos de panaderia (33,6%), los embutidos (21%) y los quesos
(5,83%) (Guallar-Castillon, 2013). Las principales fuentes de sodio en el es-
tudio ANIBES fueron las carnes y derivados (27%), cereales (26%), leche y
derivados lacteos (14%) y comidas listas para el consumo (13%) (Partearroyo
et al., 2019). Al pan se le achaca la quinta parte de la ingesta total de sodio.
Estos mismos alimentos son los responsables de la ingesta de sodio en los
nifos.

Las evidencias cientificas relacionan el consumo de productos salados con
un incremento de la hipertension y, por tanto, con el riesgo de sufrir enferme-
dades cardiovasculares y accidente cerebrovascular (OMS, 2003). Zarago-
za-Marti y Contreras (2020) han revisado la influencia de la ingesta de alimen-
tos en la aparicion o proteccion de diversos tipos de cancer. De los 15 estudios
referidos a la sal y su asociacion con el cancer de estbmago, 10 reportaron
asociacion positiva, 2 solo encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas en hombres pero no en mujeres, y dos no encontraron asociacion
estadisticamente significativa. Un unico estudio hallé una accion protectora
entre la ingesta de productos sin sal y la probabilidad de desarrollo de cancer
de estomago.
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El exceso de sodio afecta desde edades tempranas a la salud. Se ha obser-
vado una estrecha relacion entre el sodio urinario y el aumento de presion
arterial (He y McGregor, 2006). El exceso de sodio también podria tener un
papel importante en el aumento de prevalencia de sobrepeso y obesidad in-
fantil (Libuda et al., 2012; Moosavian et al., 2017). Respecto a las enfermeda-
des cardiovasculares (accidente cerebrovascular, enfermedades coronarias,
aterosclerosis) es dificil establecer la relacion con la excesiva ingesta de sodio
en la poblacién pediatrica. Sin embargo, la exposicion a factores protectores o
de riesgo segun el estilo de vida en edades tempranas, determina la aparicion
de enfermedades cardiovasculares en el futuro. Por lo que la hipertensién,
obesidad o diabetes son indicadores de riesgo cardiovascular al asociarse
con enfermedad cardiovascular subclinica en la infancia (Alegria et al., 2008;
Kelly et al., 2015).

Las IR diarias establecidas por la AEP son de 2 g de sal al dia (0,8 g de sodio)
para los nifios de 1 a 3 afios y de 2 g de sal al dia (menos de 0,4 g de sodio)
hasta los 12 meses (Gémez et al., 2018). Estas recomendaciones estan en
consonancia con las de la FESNAD, de 0,37 g de sodio entre los 7 y 12 me-
ses, yde 1 gentre 1y 3 afos de edad (Cuervo et al., 2010).

Los datos del estudio ENALIA sobre una muestra representativa de nifios es-
panoles entre 6 meses y 17 anos, indican que un porcentaje alto de nifos
sobrepasan la ingesta maxima de sodio recomendada. Los grupos de edad de
6-12 meses y 1-3 afos no superan los UL, pero si el valor recomendado de IA
(Lépez-Sobaler et al., 2017). En el estudio de ANIBES también ha puesto de
manifiesto que la poblacion espafola excede las recomendaciones de ingesta
de sodio, especialmente en el grupo de adolescentes (13-17 afios) y en el de
nifios (9-12 afos) (Partearroyo et al., 2019).

2.2.7.5 Obesidad

El exceso de peso y la obesidad en la infancia se asocian con mayor probabili-
dad de ser adultos obesos (Geserick et al., 2018) y mayor riesgo de sufrir ENT
y cancer en etapas posteriores de la vida (Reilly y Kelly, 2011; Llewellyn et al.,
2016; Célind et al., 2019; Bjerregaard et al., 2020). También se ha estudiado la
relacion entre la obesidad infantil y los trastornos mentales en edad adulta con
resultados inconsistentes. Mientras que hay estudios que han observado una
asociacion entre la obesidad infantil y el riesgo de depresion en edad adulta
(Sanchez-Villegas et al., 2010; Sanderson et al., 2011), otros resultados no
han encontrado esta asociacion (Geoffroy y Power, 2014; Gibson-Smith et al.,
2020).

También hay datos cientificos sobre el gasto econémico sanitario, sin valorar
otro tipo de costos, de la obesidad infantil a lo largo de la vida (Finkelstein et
al., 2014).

Los datos de prevalencia en Europa rondan el 25% de sobrepeso en los esco-
lares (NCD-RisC, 2017). Se dispone de pocos estudios de prevalencia de obe-
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sidad referida a preescolares en Europa, pero apunta a una distribucion similar
a la de la edad escolar (Ahrens et al., 2014). Segun la ultima Encuesta Nacional
de Salud de la poblacion espafola (2017), continda el aumento paulatino de la
prevalencia de la obesidad infantil con una sobrecarga ponderal (obesidad +
sobrepeso) del 28,56% en nifos y 28,4% en nifias en el grupo de edad entre 2
y 17 afnos. Los porcentajes de obesidad y sobrepeso en el grupo de edad de 2
y 4 afos son del 19,94% y del 11,97%, respectivamente (MSCBS, 2018).

Previamente, ya se habian realizado estudios en nuestro pais basados en me-
diciones antropométricas individuales. El estudio enKid (1998-2000) estimo
una prevalencia de sobrecarga ponderal del 24,5% y de obesidad del 6,2%
(Serra-Majem et al., 2006). Si comparamos esos valores en la misma franja
de edad (2-24 afios) con los del estudio ENPE, observamos que 15 afios
después el IMC aumenta progresivamente en las ultimas décadas (sobrepeso
30,1% y obesidad 10,3%). En este reciente estudio, la poblacién de entre 3 y
8 afos alcanzé una prevalencia de sobrepeso en torno al 40% y de obesidad
del 16,3% (Aranceta-Bartrina et al., 2020).

En edad escolar (6-9 afios) la AESAN realizé el estudio ALADINO (2011-
2019), con una prevalencia estimada en 2011 del 26,2% de sobrepeso y del
18,3% de obesidad, y en 2019 del 23,3% y 17,3%, respectivamente (AESAN,
2013, 2020b). Las cifras son similares a las estimadas por el Proyecto PER-
SEO 2007-2008 en escolares de 6-10 afos, con un 24,6% de sobrepeso y un
12,8% de obesidad (Aranceta-Bartrina et al., 2013b).

Respecto a la edad preescolar, a parte de los resultados del estudio ENPE,
destacan los del estudio ELOIN realizado en la Comunidad de Madrid en el que
se determiné la persistencia y variacion del sobrepeso y la obesidad en una
cohorte de nifos durante 2 afos. A los 4 afios presentaban sobrepeso el 8,6% y
obesidad el 3,0%, y a los 6 afos el 13,8% y el 6,1%, respectivamente. Es decir
la obesidad se duplicd, ya que 3 de cada 4 nifios permanecieron obesos y uno
de cada 4 nifios con sobrepeso desarroll6 obesidad (Ortiz-Marrén et al., 2018).

Esta enfermedad, que suele iniciarse en la infancia y adolescencia, se debe
a una interaccion genética y ambiental. Aunque los factores hereditarios son
importantes, el rapido aumento de prevalencia de sobrepeso y obesidad ex-
perimentado en las ultimas décadas pone de manifiesto que el ambiente o el
entorno juegan un papel primordial en su desarrollo. El llamado ambiente obe-
sogeénico, caracterizado por abundancia de alimentos y sedentarismo, origina
un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético que es la causa de esta
epidemia (Lucas y Feucht, 2009; Mufioz y Marti, 2008).

En este sentido, Moreiras et al. (2013) relacionaron las elevadas prevalencias de
obesidad en la infancia con un elevado consumo de alimentos procesados ener-
géticos, ricos en grasas, azucares y proteinas, un bajo consumo de frutas y ver-
duras, un nivel educativo y socioeconémico familiar bajo, sedentarismo y pocas
horas de sueno. A esos factores predisponentes, habria que anadir la omisién del
desayuno y otros factores relacionados con la actividad fisica y estilos de vida de
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los escolares (p. €j. dedicar mas de 2 horas al dia a ver la television, jugar con el
ordenador o videoconsola, etc.) (AESAN, 2020b).

En Espafia, el 44,4% de la poblacion de 1-14 afios consume dulces a diario, y
el 5,6% toma refrescos con azucar con esa frecuencia (MSCBS, 2018). El Pro-
yecto PERSEOQO puso de manifiesto que, al inicio del mismo, solo el 6,5% de los
ninos cumplia las recomendaciones de consumo de frutas y verduras (al menos
5)y, tras la intervencion, mas del 50% refirié un aumento en el consumo de este
grupo de alimentos y también un menor consumo de aperitivos salados (53%),
dulces (58%) y bebidas azucaradas (28%) (Aranceta-Bartrina et al., 2013a).

2.2.7.6 Alergias e intolerancias alimentarias

No hay evidencias suficientes para retrasar la introduccién de ciertos alimen-
tos como medida de prevencion de alergias o intolerancias alimentarias, in-
cluso esta demora en ciertos alimentos puede elevar el riesgo de reaccion
adversa a los alimentos. Si parece haber, no obstante, un mayor riesgo de
reaccion adversa si se introducen alimentos sélidos muy precozmente (antes
de los 4 meses) (Nwaru et al., 2010; Muraro et al., 2014). Otro punto de debate
relacionado con las alergias alimentarias es si la lactancia materna exclusiva
previene las alergias alimentarias, pero no existen conclusiones claras. Uni-
camente se podria relacionar la lactancia materna exclusiva en los primeros
cuatro meses con una posible disminucion en el riesgo de alergia a la proteina
de leche de vaca (Perkin et al., 2016).

Respecto a la celiaquia, la ESPGHAN indica que no hay influencia en el riesgo
de desarrollar la enfermedad celiaca si se introduce el gluten entre los 4 y los
12 meses de edad (Szajewska et al., 2016).

La intolerancia a la lactosa es bastante frecuente en nifios, en los que origina
una sintomatologia con diarreas, dolor abdominal y retraso de crecimiento,
por lo que hay que evitar su ingesta. Esta intolerancia puede predisponer a
una ingesta baja de leche y, por ende, de calcio, lo que podria conllevar pro-
blemas 6seos. Un reciente estudio ha demostrado que la deficiencia de lacto-
sa no tiene impacto en la absorcion de calcio y la salud 6sea. Sin embargo, la
intolerancia a la lactosa puede provocar fragilidad 6sea debido al no consumo
de productos lacteos, principalmente en nifios (Hodges et al., 2019).

2.3 SUSTANCIAS CAUSANTES DE REACCIONES DE HIPERSENSIBILI-
DAD ALIMENTARIA

2.3.1 Reacciones adversas a los alimentos

Una reaccion adversa a los alimentos (RAA) es cualquier respuesta clinica-
mente anormal que puede atribuirse a la ingestion, contacto o inhalacion de
un alimento, de sus derivados o de uno de sus aditivos. Esta terminologia
engloba tanto a las alergias alimentarias como a las intolerancias alimentarias
y afecta tanto a poblacion adulta como a infantil (Ruiz et al., 2018). Ultimamen-
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te, se ha evidenciado un aumento de las RAA, probablemente debido a los
cambios de estilo de vida producidos en las ultimas décadas.

El término “alergia alimentaria” se ha utilizado en ocasiones de manera im-
precisa para definir cualquier RAA. La Academia Europea de Alergia e Inmu-
nologia Clinica (EAACI, European Academy of Allergy and Clinical Immuno-
logy) publicé una nueva nomenclatura en 2001, revisada por la Organizacién
Mundial de Alergia (WAO, World Allergy Organization) en 2003 (Figura 9),
en la que se define la hipersensibilidad a alimentos como cualquier reaccién
adversa a los mismos (Macias, 2018), y la alergia a los alimentos como las re-
acciones de hipersensibilidad mediadas por mecanismos inmunoldgicos. A su
vez, se distingue entre alergia mediada por IgE y alergia no mediada por IgE,
en base a si la reaccion de hipersensibilidad esta provocada por anticuerpos
IgE especificos frente a un determinado alimento, o si es consecuencia de
otros mecanismos inmunolégicos (Johansson et al., 2004). En el caso de que
no intervengan mecanismos inmunoldgicos se trata de una hipersensibilidad
no alérgica a alimentos, anteriormente denominada intolerancia.

Hipersensibilidad a alimentos

Alergia a | Hipersensibilidad no

|
|

Enzimatica

Mediada No mediada
por IgE por IgE

Farmacoldgica Indeterminada

Figura 9. Clasificacion de las hipersensibilidades a alimentos de la EAACI, refrendada por la
WAO (Johansson et al., 2004)

2.3.2 Alergias alimentarias

Los alérgenos alimentarios son proteinas o glicoproteinas hidrosolubles con
un tamano comprendido entre 10 y 70 kDa. La mayoria son estables al calor,
a los acidos y a las proteasas. Un alimento puede contener varias proteinas
alergénicas. A su vez, un alérgeno puede ser caracteristico de un determina-
do alimento, mientras que otros pueden ser compartidos con especies de la
misma familia o una proxima, incluso por una familia alejada filogénicamente.
Los panalérgenos son aquellos alérgenos que se encuentran ampliamente
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difundidos y pueden estar implicados en las polisensibilizaciones que se de-
tectan en muchos pacientes, tanto a alimentos solamente como a alimentos y
neumoalérgenos conjuntamente. Por ultimo, también se pueden producir fe-
ndmenos de reactividad cruzada entre alérgenos con una relacion taxonémica
alejada, que son reconocidos por un mismo tipo de IgE, como ocurre en los
sindromes polen-frutas, latex-frutas o acaros-marisco (AESAN, 2007).

En la Tabla 22 se muestran los alérgenos alimentarios mas frecuentes implica-
dos en reacciones de hipersensibilidad a alimentos en la poblacion espafiola
(AESAN, 2007).

Tabla 22. Principales alérgenos alimentarios.

Origen Alérgeno Alimentos relacionados
Leche de vaca Lacteos y derivados
Huevo Gallina, pata, pava, gansa, codorniz, avestruz y
derivados
Gadiformes (bacalao, merluza, faneca),
Animal Pescado plleuronectiform,es (Iengugdo, gallo), .
salmoniformes (salmén), clupeiformes (sardina,
boquerdén), escombridos (atun)
Gasteropodos (caracoles), lamelibranquios
Crustaceos y moluscos (almejas, mejillones, ostras), cefaldpodos (pulpo,
calamar), decapodos (gamba, cigala)
Legumbres Papilionaceae (lenteja, ga.rbanzo, judia, guisante,
cacahuete, soja, altramuz)
Cereales Trigo, cebada, centeno, avena, arroz, maiz
Rosaceae (melocotén, albaricoque, manzana,
Vegetal Frutas y hortalizas pera, C|rue_la, cereza), Cucurbltageae (meldn,
sandia, pepino, calabaza, calabacin), Musaceae
(platano), Actinidiaceae (kiwi), apio, tomate
Almendra, avellana, anacardo, nuez de nogal,
Frutos secos nuez de Brasil, nuez de Pecan, pistacho, pifidn,
semilla de sésamo, de girasol
Especias Mostaza
Tartracina (E-102), carmin de cochinilla (E-120),
Colorantes o
Aditivos eritrosina (E-120), annato (E-160B)

alimentarios Potenciadores de sabor
Conservantes
Anitoxidantes

Glutamato monosadico (E-621)
Sulfitos (E-220 a E-228), hidroxibenzoato (E-214)
Tocoferol (E-306)

Residuos de
antibioticos
Anisakis
Latex

Vehiculados
por alimentos

Acaros
(Dermatophagoides)

Fuente: Elaboracién propia con datos de AESAN (2007).
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Respecto a la epidemiologia de las alergias alimentarias, la revision de Siche-
rer y Sampson (2018) confirma que han aumentado en los paises industriali-
zados en las ultimas décadas, con una prevalencia de hasta el 10%, siendo
mas comun en nifios que en adultos. En la poblacion europea, la alergia ali-
mentaria presenta una prevalencia del 6% segun una revision sistematica y
meta-analisis sobre estudios cientificos publicados entre 2000 y 2012 (Nwaru
et al., 2014). Estos autores también identificaron los alimentos que con mayor
frecuencia causan alergias alimentarias en diferentes grupos de edad y regio-
nes de Europa, concluyendo que la alergia a la leche de vaca y al huevo son
las mas frecuentes, especialmente en nifos.

En cuanto a la poblacion infantil, el estudio de cohortes multicéntrico Euro-
Prevall en los 2 primeros afos de vida llevado a cabo en 9 paises europeos,
reportd una incidencia media ajustada de alergia a leche de vaca de 0,74%,
oscilando entre un 0 y un 1,29% entre los paises participantes (Schoemaker
et al., 2016). Los datos de EuroPrevall para la alergia al huevo de gallina re-
velaron una incidencia media ajustada de 1,23% (Xepapadaki et al., 2015).

En Espafia, la situacion es similar a la europea. Sanchez-Lépez et al. (2017)
llevaron a cabo, entre marzo de 2008 y marzo de 2010, una investigacion sobre
618 pacientes que se clasificaron en dos grupos de edad: mayores y menores
de 14 afios. Los resultados obtenidos en el grupo infantil determinaron que la
leche y el huevo fueron los principales alimentos causantes de alergias. El estu-
dio Alergologica 2015, dirigido a pacientes pediatricos entre 4 meses y 14 afios,
identific6 como principales alimentos causantes de alergias alimentarias a la
leche, huevo, fruta y nueces (Ojeda et al., 2018). Por ultimo, el estudio realizado
por el Hospital Universitario Severo Ochoa de Madrid sobre una cohorte de 1198
recién nacidos, establecio una incidencia global de alergia alimentaria a los 12
meses de vida del 3,92%, siendo el alimento implicado con mayor frecuencia
la leche de vaca (2,42%), seguido del huevo (1,50%), pescado (0,16%) y fruta
(0,08%) (Bellon et al., 2018). Esta disparidad entre los resultados de prevalen-
cia reportados en la literatura se debe a los distintos factores de riesgo, como
son el sexo, la edad, la raza y etnia, las variaciones geograficas, la poblacion de
estudio, el tipo de dieta, la metodologia empleada o las diferentes definiciones
de alergia alimentaria (Sicherer y Sampson, 2018).

Dependiendo del alérgeno, la alergia alimentaria de un individuo puede evolu-
cionar hasta la pérdida de la sensibilizacion al mismo (tolerancia oral). Asi, se
ha demostrado que, en el caso de la alergia a la leche, el 50% de los individuos
alcanzan una tolerancia oral a los 5-10 afios de edad y, en el caso de la alergia
al huevo, a los 2-9 afos. Sin embargo, otras alergias alimentarias tienen una
baja tasa de resolucion en la infancia: cacahuete (aproximadamente el 20% a
los 4 afios), frutos secos (alrededor del 10%), considerandose persistentes las
alergias al pescado y marisco (Savage et al., 2016).

Las Academias Nacionales de Ciencias, Ingenieria y Medicina de EE. UU.
(NAS, National Academies of Sciences, Engineering and Medicine) plantean
diferentes hipotesis para explicar el riesgo de desarrollar alergia alimentaria:
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hipotesis de la exposicion alergénica dual (sensibilizacion temprana a dosis
bajas de alérgenos alimentarios presentes en el ambiente a través de la piel
dafiada), hipdétesis de la higiene (la exposicién temprana a microorganismos
desarrolla respuestas inmunorreguladoras tempranas, asi como el desarrollo
de tolerancia oral), hipotesis de la vitamina D (relacion entre el aumento de
alergia alimentaria y el incremento de la prevalencia de la insuficiencia de
vitamina D), e hipotesis de la evitacidn alergénica (consumo temprano de la
proteina alimentaria induce la alergia alimentaria) (NAS, 2016).

El mecanismo fisiopatoldgico comun que ocurre en las alergias alimentarias es
el fallo inmunoldgico y de la tolerancia oral a un alimento ingerido, provocando
reacciones mediadas por IgE o trastornos no mediados por IgE. A pesar de
las investigaciones en curso sobre las reacciones no mediadas por IgE, con-
tinua habiendo poco conocimiento sobre los mecanismos inmunopatogénicos
implicados en este tipo de alergias alimentarias (Sicherer y Sampson, 2018).
Respecto a las alergias alimentarias mediadas por IgE, la sensibilizacion a
los alérgenos alimentarios (proteinas y péptidos) puede ocurrir en el tracto
gastrointestinal, en la cavidad oral, en la piel y, con menos frecuencia, en el
tracto respiratorio.

El alérgeno alimentario capturado por las células dendriticas proinflamatorias
es presentado a linfocitos ThO en presencia de mediadores de respuesta in-
mune tipo 2 (IL-4), promoviendo el desarrollo de Th2. Estos, segregan cito-
quinas adicionales de tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-13) que promueven el cambio
de células B hacia el isotipo productor de IgE especifica frente al antigeno.
Las exposiciones futuras al antigeno del alimento al que se ha sensibilizado,
pueden activar a las IgE y desencadenar una cascada de interleucinas tipo 2
(IL-4, IL-5 e IL-13), que liberaran a los mediadores inflamatorios (histamina,
prostaglandinas, leucotrienos y triptasa). De esta manera, se producira la res-
puesta tisular responsable de los sintomas clinicos en piel, mucosas y otros
tejidos (Sampson et al., 2018).

Las manifestaciones clinicas de las alergias alimentarias son muy heterogé-
neas, desde la presentacion de unos sintomas leves hasta una grave ana-
filaxia, apareciendo normalmente en un tiempo inferior a una hora tras la
ingestion del alimento. En el estudio de Sanchez-Lopez et al. (2017), las ma-
nifestaciones clinicas mas comunes, en toda la poblacion de estudio, fueron
urticaria (48,2%), sindrome de alergia oral (25,6%) y anafilaxia (24,8%). Otros
sintomas, como los gastrointestinales, respiratorios y eccema, se presentaron
con una baja frecuencia (6,6%, 2,4% y 2,2%, respectivamente). En el estudio
Alergoldgica 2015, las presentaciones clinicas mas frecuentes fueron la cu-
tanea (69,2%), con urticaria, angioedema y dermatitis atopica, seguida por la
digestiva (37,2%) y el sindrome de alergia oral (18,1%). En el 7,5% de los ca-
sos aparecio anafilaxia, rinitis en el 6,4%, asma en el 4,3% y, por ultimo, solo
un 1,1% presentaron anafilaxia inducida por el ejercicio (Ojeda et al., 2018).

Puede ocurrir que la sintomatologia no esté mediada por IgE, como ocurre en
el sindrome de enterocolitis inducida por proteinas alimentarias o proctocolitis
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inducida por proteinas alimentarias, o bien, que sea mixta, como ocurre en la
gastroenteropatia eosinofilica (Sicherer y Sampson, 2018).

La base del diagnostico de las alergias alimentarias es la historia clinica,
que permite establecer una asociacion causal entre el alimento sospechoso
y el cuadro clinico y orienta sobre el mecanismo inmunoldgico implicado.
Una buena anamnesis debera recoger datos sobre la edad del paciente, los
sintomas presentados, el tiempo de latencia entre la ingesta del alimento
sospechoso y la aparicidn de sintomas, la tolerancia previa a dicho alimento,
la cantidad ingerida, el modo de preparacion, la posible reactividad cruzada
y una exploracion fisica del estado de la piel, aparato digestivo y respiratorio
(Muraro et al., 2014; Moore et al., 2017; Gupta et al., 2018; Sicherer y Samp-
son, 2018). Esta historia se debe poner en contexto con las manifestaciones
clinicas y realizar el diagndstico diferencial con otras posibles patologias.
La informacion adicional para el diagnéstico se obtiene de las pruebas cuta-
neas intraepidérmicas, la determinacién de IgE sérica especifica y la provo-
cacion oral alimentaria.

Las pruebas cutaneas intraepidérmicas permiten estudiar la sensibilizacion
mediada por anticuerpos IgE en los pacientes sospechosos de sufrir una aler-
gia alimentaria. La técnica consiste en depositar una gota de extracto alergé-
nico, un control positivo (histamina) y un control negativo (suero salino) en la
cara interna del antebrazo y hacer una puncion en la piel con una lanceta a
través de la gota depositada. La lectura de los resultados se efectua a los 15
minutos, considerandose positivo si se origina un habdn con un diametro, al
menos, 3 mm mayor que el originado tras la inoculacion del control negativo
(Muraro et al., 2014; Moore et al., 2017; Gupta et al., 2018; Sicherer y Samp-
son, 2018).

La determinacion de la IgE sérica especifica es otra herramienta diagnéstica,
util especialmente en aquellos pacientes que se oponen a las pruebas cuta-
neas intraepidérmicas, que presentan dermatitis atdpica severa o que no pue-
den suspender su tratamiento con antihistaminicos. Ademas, el seguimiento
de los niveles de IgE especifica puede predecir la resolucién de la alergia o
tomar la decisién de realizar una prueba de exposicidn oral alimentaria (Gupta
et al., 2018).

Tanto las pruebas cutaneas intraepidérmicas como la determinacion de IgE
especifica tienen una alta sensibilidad, pero una especificidad y valor predicti-
vo positivo bajos. Por si solas no sirven de diagnostico y un resultado positivo
solo indica sensibilizacion mediada por IgE al alimento estudiado, por lo que
la interpretacion debe ir acompafada de la historia clinica. En algunas aler-
gias alimentarias, como a la leche y al huevo, con un valor predictivo positivo
superior al 95%, si se ha encontrado correlacion entre el tamano del habdn
y los niveles de IgE sérica especifica con la relevancia clinica, aunque no es
indicador de la gravedad de la reaccion. Ambas técnicas son incapaces de di-
ferenciar entre una alergia clinicamente relevante y tolerancia oral, por lo que
es necesario realizar una prueba de exposicién o provocacion oral alimentaria
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controlada. No obstante, antes de llegar a este punto, se puede implantar una
dieta de eliminacion del alimento sospechoso con una duracion de 2 a 4 se-
manas, como complemento a estas pruebas diagndsticas (Gupta et al., 2018).

La prueba de exposicion oral doble ciego controlada con placebo (DBPCFC,
Double-Blind, Placebo-Controlled Food Challenge) se considera el estandar
de referencia para el diagnostico de una alergia alimentaria mediada por IgE.
El test consiste en administrar pequefias cantidades de alimento que se van
aumentando de forma semilogaritmica cada 15-30 minutos hasta llegar a la
dosis maxima requerida. A continuacion, se mantiene al paciente dos horas
en observacion para detectar una posible reaccion inmediata o tardia (Muraro
etal., 2014; Moore et al., 2017; Gupta et al., 2018; Sicherer y Sampson, 2018).
Sin embargo, es una prueba no exenta de riesgos, que precisa de infraestruc-
tura adecuada y personal cualificado, por lo que su practica no es habitual.
Segun el estudio de Alergologica 2015, solo se realizaron pruebas de exposi-
cion oral alimentaria en el 15,6% de los pacientes diagnosticados de alergia a
alimentos (Ojeda et al., 2018).

Finalmente, otras posibles herramientas diagndsticas son la activacion de ba-
sofilos y el diagndstico molecular o resolucion diagnéstica por componentes
(Muraro et al., 2014).

El tratamiento de las alergias alimentarias incluye intervenciones a corto plazo
para las reacciones agudas y estrategias a largo plazo para minimizar el ries-
go de reacciones futuras.

La evaluacién del riesgo de reacciones agudas es crucial para el manejo clini-
co de las alergias alimentarias. En el caso de pacientes con historial de ana-
filaxia inducida por alimentos, se les tiene que prescribir epinefrina autoinyec-
table. Otros tratamientos como los antihistaminicos son apropiados en casos
donde hay ausencia de sintomas sistémicos o con ligeros sintomas cutaneos
(Moore et al., 2017).

La dieta de eliminacién del alimento implicado y sus derivados es el trata-
miento de eleccion de la alergia alimentaria a largo plazo, incluso evitar el
contacto cutaneo o la inhalacion de particulas alergénicas del alimento en los
casos mas extremos. Para el correcto cumplimiento de la dieta de exclusion
es esencial educar al paciente en aspectos como el etiquetado de alimentos,
las posibles ingestas inadvertidas de alérgenos ocultos, el consumo de co-
midas dentro y fuera de casa (restaurantes, colegios, campamentos, etc.), y
el conocimiento de cofactores (ejercicio fisico, AINES, alcohol, etc.) (Muraro
etal., 2014).

Dietas de eliminacion inadecuadas pueden provocar a largo plazo déficits nu-
tricionales, especialmente en nifios alérgicos a la leche y huevo. En el caso de
la alergia a proteina de leche de vaca la solucion ideal seria la continuacion
con leche materna. Cuando no sea posible esta opcion existen formulas alter-
nativas (hidrolizadas, de aminoacidos y de soja) a las que se les podria afiadir
probioticos (Muraro et al., 2014).
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La inmunoterapia esta indicada para el tratamiento de alergias alimentarias
graves o multiples y consiste en la desensibilizacidon progresiva administrando
dosis controladas y repetidas del alérgeno hasta conseguir la tolerancia oral.
Las vias de administracion son diversas: oral, para las alergias a la leche y
huevo; sublingual, para las alergias a melocotdon y cacahuete; y epicutanea,
en investigacion actualmente (Muraro et al., 2014). No obstante, la inmunote-
rapia oral puede dar lugar a reacciones adversas, especialmente durante la
fase de iniciacion. Para reducir estos eventos indeseables se ha utilizado la
administracion de anticuerpos monoclonales humanizados anti-IgE, como el
Omalizumab, previa y simultdneamente a la inmunoterapia oral, mejorando la
seguridad del protocolo y aumentando el umbral de tolerancia a los alérgenos
alimentarios (Moore et al., 2017).

Las hipotesis mencionadas anteriormente para explicar el riesgo de desarro-
llar alergia alimentaria (NAS, 2016), ademas de explicar el aumento de la
prevalencia de las alergias alimentarias, también han impulsado nuevas in-
vestigaciones con el objetivo de prevenir las alergias alimentarias. La intro-
duccién temprana de los alimentos alergénicos en la dieta es una forma de
prevencion primaria. Los resultados mas esperanzadores se han obtenido con
el cacahuete en nifios de alto riesgo. Respecto al huevo, se ha encontrado
una proteccion moderada si se introduce entre los 4 y 6 meses de edad. En el
caso de la leche de vaca, se ha asociado el desarrollo de eccema a los 2 afios
con un retardo en la introduccion de leche. Asimismo, hay pocos datos que
apoyen la dieta de eliminacion materna durante el embarazo y lactancia para
prevenir las alergias alimentarias o el retraso de la lactancia materna (Du Toit
et al., 2016; Sicherer y Sampson, 2018).

Otras estrategias preventivas, que requieren mas investigacion cientifica, son
la suplementaciéon con vitamina D (la hidratacién de la piel para mejorar su
funcidn de barrera podria reducir el riesgo de eccema vy, tedricamente, el de
alergia alimentaria) o la utilizacion de probidticos y férmulas infantiles hipoaler-
génicas (Du Toit et al., 2016; Sicherer y Sampson, 2018).

2.3.3 Hipersensibilidad no alérgica al gluten

El gluten es el principal complejo proteico presente en cereales como el trigo,
centeno, cebada y, en menor proporcion, avena. Las prolaminas (prolina y glu-
tamina) constituyen la fraccion del gluten que provoca la reaccién de hipersen-
sibilidad no alérgica; dicha fraccion se denomina gliadina en el trigo, secalina
en el centeno, hordeina en la cebada y avenina en la avena (Garcia-Molina et
al., 2019).

Los avances sobre la fisiopatologia de los diferentes trastornos inducidos por
el gluten también han llevado a una actualizacién de su nomenclatura. Asi,
Sapone et al. (2012) publicaron una clasificacion de estos trastornos en fun-
cion del tipo de inmunidad que media. Paralelamente, Ludvigsson et al. (2013)
establecieron una terminologia uniforme para denominar la enfermedad celia-
ca o celiaquia y otros trastornos asociados al gluten (Figura 10).
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Trastornos
relacionados
con el gluten

Patogénesis

Alérgica No autoinmune

No alérgica

Enfermedad Ataxia por Dermatitis Alergia al Sensibilidad
celiaca gluten herpetiforme trigo al gluten
Alergia Alergia Anafilaxia inducida por Urticaria de

respiratoria alimentaria trigo depen_dl_ente del contacto

ejercicio

Figura 10. Nomenclatura y clasificacion de los trastornos provocados por el gluten
(Sapone et al., 2012)

A continuacion, nos centraremos exclusivamente en la descripcion de la en-
fermedad celiaca por ser el unico trastorno relacionado con el gluten presente
en los nifos de los CEI del Ministerio de Defensa.

La celiaquia afecta aproximadamente al 1% de la poblacion europea (Musta-
lahti et al., 2010; Altobelli et al., 2014), oscilando los valores de prevalencia en
la poblacién infantil entre el 1 y el 3% en los paises de Occidente (Vriezinga
et al., 2015).

En cuanto a los factores de riesgo, ademas de la predisposicién genética,
contribuyen otros factores como el tipo de parto (vaginal o por cesarea), es-
tacion del ano del nacimiento, método de alimentacion del recién nacido, mo-
mento de la introduccion del gluten en la dieta, entre otros (Pietzak, 2012).
Al contrario de lo indicado para algunas alergias alimentarias, la celiaquia no
se resuelve con la edad y persiste durante toda la vida. La celiaquia conlleva
complicaciones nutricionales, reproductivas y un aumento en el riesgo de mor-
talidad por todas las causas y en el riesgo de sufrir neoplasias. No obstante,
el riesgo de complicaciones y mortalidad disminuye con la adherencia a una
dieta libre de gluten (Degeorge et al., 2017).

El mecanismo fisiopatolégico de la celiaquia lo explican dos condiciones im-
prescindibles para su desarrollo: la intolerancia inmunolégica y permanente a
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las fracciones proteicas del gluten (gliadina y glutenina) presentes en el trigo,
cebada, centeno y avena, y la predisposicion genética a la enfermedad celia-
ca. Si los pacientes no tienen antigenos leucocitarios humanos (HLA) DQ2 o
DQ8, tienen un riesgo muy bajo de desarrollar celiaquia (Pietzak, 2012).

Cuando una persona celiaca ingiere gluten, la gliadina penetra en la lamina pro-
pia del intestino delgado e induce una respuesta inmune adaptativa dependiente
de la desamidacion de la molécula de gliadina por la enzima transglutaminasa
tisular-2 (tTG), el autoantigeno predominante en la celiaquia. Los péptidos de la
gliadina interaccionan con los antigenos HLA DQ2 o HLA DQ8 de la superficie
de las células presentadoras de antigenos (células dendriticas, macréfagos y
células B), lo que conduce a la activacion de los linfocitos T CD4+ expresando
citoquinas pro-inflamatorias, principalmente interferon-y. A la respuesta adap-
tativa le acompana una respuesta inmune innata en el compartimento epitelial.
Los péptidos originados causan dafios en el epitelio que provocan una respues-
ta inmune innata caracterizada por la sobreexpresion de IL-15 que, a su vez,
activa a los linfocitos intraepiteliales que ejercen accién citotdxica en los ente-
rocitos. Todo ello, causa la atrofia de las vellosidades intestinales, la hiperplasia
de criptas y la generacién de linfocitos B con la consecuente produccion de
anticuerpos (Schuppan et al., 2009; Lebwohl et al., 2018).

La manifestacion clinica de la celiaquia ha cambiado de los clasicos sinto-
mas de malabsorcion en la infancia (diarrea cronica, distensién abdominal,
pérdida de peso y retraso en el crecimiento) a sintomas no clasicos, tanto en
nifos como en adultos, como el déficit de hierro, estrefimiento, fatiga croni-
ca, dolor de cabeza, dolor abdominal y osteoporosis (Lebwholg et al., 2018).
También se ha descrito una malnutricion proteico-calorica y déficits de mine-
rales (zinc, selenio) y vitaminas (acido félico, vitamina B6, B12, D, E y K), asi
como otros sintomas no intestinales entre los que destacan los que afectan al
sistema musculo-esquelético (artritis, dolor muscular y defectos en el esmalte
dental), los sintomas neuro-psiquiatricos (convulsiones, ansiedad, depresion,
esquizofrenia y neuropatia periférica) y los problemas de fertilidad o abortos
espontaneos en mujeres (Pietzak, 2012; Vriezinga et al., 2015; Degoerge et
al., 2017).

Por otro lado, en el 25% de los pacientes, la celiaquia se presenta asociada
a otros trastornos autoinmunes, como la tiroiditis autoinmune (en el 10%),
la hepatitis autoinmune (en <1%), la enfermedad intestinal inflamatoria y la
enfermedad de Addison, a la diabetes tipo | (un 3%), a la deficiencia de IgA'y
a alguna cromosomopatia como los sindromes de Down, de Turner y de Wi-
lliams (Elli et al., 2015; Vriezinga et al., 2015; Ortiz et al., 2017).

El diagnodstico de la celiaquia esta basado en la combinacion de los hallaz-
gos de la historia clinica del paciente, las pruebas seroldgicas y la biopsia
duodenal para la confirmacién de los dafios histolégicos de enteropatia. La
endoscopia intestinal para la toma de biopsia duodenal debe realizarse antes
del inicio de la dieta libre de gluten, con el fin de poder confirmar la enteropatia
(Elli et al., 2015).
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En adultos, la prueba de referencia (gold standard) es la biopsia intestinal,
recomendandose, al menos, cuatro biopsias de duodeno, puesto que el daio
en la mucosa duodenal se distribuye uniformemente y asi se reduce la pro-
babilidad de falsos negativos. Los signos de la enteropatia relacionada con
la celiaquia son un aumento de los linfocitos intraepiteliales, hiperplasia de
criptas y la atrofia vellositaria y se evaluan de acuerdo a los grados de lesion
establecidos por Marsh y Oberhuber (Elli et al., 2015).

En los pacientes con deficiencia de IgA, que es mas comun en los individuos
celiacos que en la poblacion general, la determinacién de anticuerpos IgAtTG
puede llevar a falsos negativos, por lo que se recomienda medir IgA totales.
También se deberian determinar los anticuerpos IgG tTG o IgG anti péptidos
deaminados de gliadina (DGPA) (Vriezinga et al., 2015; Ortiz et al., 2017; De-
george et al., 2017).

En determinadas situaciones clinicas, como en el caso de personas de riesgo
que ya han instaurado una dieta libre de gluten o en pacientes seronegativos
con hallazgos histolégicos dudosos, se recomienda realizar un genotipado de
HLA (DQ2/DQ8), que permite excluir la celiaquia debido a su alto valor predic-
tivo negativo, puesto que el 95% de los pacientes celiacos son portadores del
heterodimero HLA-DQZ2 y el otro 5% del HLA-DQS8 (Elli et al., 2015).

En nifos mayores de 2 afos, se ha propuesto la medicidn de la concentra-
cion de anticuerpos IgA contra tTG como primera opcion de cribado para el
diagndstico, debido a su alta sensibilidad y valor predictivo negativo y a su
menor coste en comparacion con los anticuerpos antiendomisio (EMA). Estos
ultimos, tienen una mayor especificidad (99%) y son usados como prueba de
confirmacion en los casos de diagndéstico dudoso en poblaciones de alto ries-
go (parientes de primer grado de pacientes celiacos, pacientes con diabetes
mellitus tipo | y pacientes con sindrome de Down) (Elli et al., 2015; Lebwhol
et al., 2018).

Para el diagndstico en nifios menores de 2 afos se utilizan, en combinacion
con anticuerpos IgA tTG, los anticuerpos IgA e IgG DGPA que sustituyen a
los anticuerpos antigliadina (presentan menor sensibilidad). En 2012, La ES-
PGHAN acord6 que, en presencia de sintomas clinicos, de niveles de anti-
cuerpos tTG 10 veces mayores al valor de corte y de positivo a EMA 'y HLA,
un nifio puede ser diagnosticado de celiaquia, apoyado por la remision de los
sintomas clinicos tras 6 meses de dieta libre de gluten. Si no concurren estos
criterios, se debe seguir el protocolo de los pacientes adultos, consistente en
una endoscopia con toma de biopsias duodenales (Elli et al., 2015; Vriezinga
et al., 2015).

La base del tratamiento de la celiaquia es la eliminacion del gluten en la
dieta. A diferencia de lo que se ha descrito para el manejo de las alergias ali-
mentarias, las reacciones inmunoloégicas en la celiaquia no comprometen la
vida con un cuadro de anafilaxia, por lo que no es necesario un tratamiento
para reacciones agudas (Pietzak, 2012). El cumplimiento de la dieta libre de
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gluten mejora la sintomatologia en semanas y en unos meses se normalizan
los niveles seroldgicos de anticuerpos y la atrofia de las vellosidades intes-
tinales. Es conveniente hacer un seguimiento de esta mejoria y, ademas,
incluir pruebas para el control de posibles deficiencias nutricionales (hierro,
acido félico, vitamina B12, vitamina D) (Vriezinga et al., 2015; Lebwhol et al.,
2018).

No obstante, actualmente se estan investigando tratamientos alternativos
a la dieta sin gluten, basados en la inactivacion de la gliadina intraluminal
(polimeros secuestra-gluten, como el BL-7010), el uso de anticuerpos neu-
tralizantes de gluten (como el AGY procedente de la yema de huevo de
gallina), la modulacion de la permeabilidad de la mucosa intestinal al paso
de la gliadina (antagonistas del zonulin, como el acetato de larazotide), la
induccion de la tolerancia en la mucosa e inactivacion del proceso inmune
en la [amina propia (vacunas, como la Nexvax2® de ImmusanT) o la regu-
lacion de la respuesta inmune adaptativa (inhibidores tTG e inhibidores de
HLA-DQZ2) (Lebwhol et al., 2018; Vaquero et al., 2018; Yoosuf y Makharia,
2019).

Otro avance tecnolégico innovador seria la introduccién de técnicas que per-
mitan la obtencion de variedades de trigo exentas de los péptidos inmunogé-
nicos de gluten, manteniendo las propiedades nutricionales, organolépticas
y tecnolégicas (aptitud para el horneado). Entre las estrategias utilizadas
por la ingenieria genética, se encuentra la seleccién de variantes de trigo
con un contenido reducido de epitopos inmunogénicos, como cepas de trigo
hexaploide generado a partir de especies de trigo diploide y tetraploide an-
cestrales o salvajes (tritordeum o el triticum). También, técnicas para la mo-
dificacién genética del trigo, como la interferencia de ARN y CRISPR/Cas9,
que silencian genes de gluten que contienen epitopos para la celiaquia (las
fracciones a-gliadina, principalmente) (Vaquero et al., 2018; Garcia-Molina
etal., 2019).

Otras lineas de investigacién se han centrado en detoxificar el gluten a tra-
vés de diferentes técnicas: empleo de proteasas orales, como las propil-en-
dopeptidasas de origen fungico o bacteriano o la combinacion de enzimas
como la latiglutenasa (ALV003); adicion de probioticos en la elaboracién del
pan, como Lactobacillus que posee peptidasas capaces de hidrolizar el glu-
ten; utilizacion de harinas tratadas con proteasas durante la fermentacion
del trigo; incubacion de gliadina con anticuerpos tTG y metil-ester-lisina; o
tratamiento térmico con microondas (Vaquero et al., 2018; Yoosuf y Makha-
ria, 2019).

Es importante resefar, que ninguna de estas técnicas alternativas ha alcanza-
do la fase Ill de los ensayos clinicos o estan en estado preclinico.

Respecto a la prevencion primaria de la celiaquia parece existir un periodo
protector entre los 4 y 6 meses de edad, o al menos se asocia con un retraso
en la aparicion de los sintomas. La ESPGHAN no recomienda introducir glu-
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ten antes de las 17 semanas ni después de las 26 semanas de edad, coin-
cidiendo con el periodo de lactancia materna. La prevencion secundaria se
centra en el diagndstico temprano y en la rapida instauracion del tratamiento,
para lo que el cribado masivo es de gran utilidad. Finalmente, la adherencia a
la dieta libre de gluten se puede considerar prevencion terciaria y reduce las
complicaciones a largo plazo (Vriezinga et al., 2015). Otra via de investigacion
en la prevencion es la modificacién de la biota intestinal de individuos de alto
riesgo genético, con el suplemento de probidticos. Si resulta exitosa esta linea
de investigacion, apoyaria la idea de que la alteracion en la funcionalidad de la
microbiota es una de las causas del desarrollo de la celiaquia y que controlar
la desregulacion de la microbiota puede prevenir el desarrollo de celiaquia
(Tye-Din et al., 2018).

2.3.4 Informacién y proteccion de la salud de los consumidores

Como se ha comentado, determinados componentes o ingredientes alimen-
tarios pueden provocar reacciones de hipersensibilidad en algunas perso-
nas, con el consiguiente riesgo para su salud. Para lograr un alto nivel de
proteccion de la salud de los consumidores y garantizar su derecho a la
informacion, se debe velar para que los consumidores estén debidamen-
te informados respecto a los alimentos que consumen. Este es uno de los
objetivos de la legislacion alimentaria que establece la obligatoriedad de
ofrecer informacioén sobre la presencia en los alimentos de sustancias o pro-
ductos con efectos alergénicos o de hipersensibilidad no alérgica demos-
trados cientificamente para que los consumidores, especialmente aquellos
que sufran una reaccion de hipersensibilidad alimentaria, elijan con conoci-
miento de causa las opciones que sean seguras para ellos. En concreto, el
Reglamento (UE) n.° 1169/2011 sobre la informacion alimentaria facilitada al
consumidor exige mencionar en el etiquetado y destacar mediante una com-
posicion tipografica diferenciada determinados ingredientes o coadyuvantes
que causen alergias o intolerancias. La Tabla 23 muestra las 14 sustancias
o productos que causan reacciones de hipersensibilidad alimentaria con-
templados en la citada norma, con indicacion de las principales proteinas
alergénicas que contienen.
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Tabla 23. Sustancias y productos que causan reacciones de hipersensibilidad alimentaria a

declarar en el etiquetado.

Alimento

Principales Proteinas Alérgicas

Cereales con gluten

Crustaceos

Huevo

Pescado

Cacahuete

Soja

Leche

Frutos de cascara’

Apio

Mostaza

Granos de sésamo
Diéxido de azufre y sulfitos?
Altramuces

Moluscos

Gliadina (Tria 19y Tri a 20)
Glutenina (Tria 26 y Tri a 36)

Pen a 1 (tropomiosina)

Ovomucoide (Gal d 1)
Ovoalbumina (Gal d 2)
Ovotransferrina (Gal d 3)
Lisozima (Gal d 4)
a-livetina (Gal d 5)

Parvalbumina

Ara h 1 (7S seed storage globulina)
Ara h 2 (2S albumina)
Ara h 3 (11S seed storage globulina)

Gly m Bd 30 K
Gly m Bd 60 K
Gly m Bd 28 K

B-lactoglobulina (Bos d 5)
Caseina (Bos d 8)
a-lactalbumina (Bos d 4)

Pru du 6 (11S globulina) de almendra
Ber e 1 (2S albumina) de nueces de Brasil
Ana o 1 (vicilina) y Ana o 2 (11S globulina) de anacardo
Cor a 1 (PR-10/Bet v 1 homdlogo) de avellana

Api g 1 (PR-10/Bet v 1 homdlogo)

Sin a 1 (2S albumin)
Sin a 2 (11S globulin)

Ses i 6, Sesi 7 (11S globulina)
Sesi 1, Sesi2 (2S albumina)

Lup a (11S globulina)
Lup a 1 (7S globulina)

Tropomiosina (Myt e 1)

" Frutos de céscara: almendras, avellanas, nueces, anacardos, pacanas, nueces de Brasil,
alféncigos, nueces de macadamia.

2 Dioxido de azufre y sulfitos en concentraciones superiores a 10 mg/kg o 10 mg/litro en tér-
minos de SO, total, para los productos listos para el consumo o reconstituidos conforme a

las instrucciones del fabricante.

Fuente: Elaboracion propia adaptada del Reglamento (UE) n.° 1169/2011, Alves et al. (2016)

y Ross et al. (2018).
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La presencia de las sustancias o productos recogidos en la Tabla 23 es también
de declaracion obligatoria en alimentos que se presenten sin envasar al consumi-
dor final y colectividades, en los envasados en los lugares de venta a peticion del
comprador, en los envasados por los titulares del comercio al por menor para su
venta inmediata en un establecimiento de su propiedad, y en los contemplados
en los supuestos anteriores y ofrecidos para la venta mediante comunicacién a
distancia (Reglamento (UE) n.° 1169/2011; Real Decreto 126/2015).

Por otro lado, el Reglamento (CE) n.° 828/2014 establece las declaraciones
autorizadas sobre la ausencia o presencia reducida de gluten en los alimentos
y sus condiciones. Asi, se podra utilizar la declaracién “sin gluten” cuando el
contenido maximo de gluten en el producto final sea de 20 mg/kg, y “con bajo
contenido en gluten” cuando el contenido en gluten sea inferior a 100 mg/kg.

El etiquetado precautorio de alérgenos, desarrollado bajo el marco del articulo
36 del Reglamento (UE) n.° 1169/2011, es la herramienta para gestionar el ries-
go de la presencia no intencionada de alérgenos alimentarios. Sin embargo, el
uso de la mencién preventiva “puede contener” sin la suficiente evidencia cienti-
fica que fije una dosis de referencia protectora, ha provocado la falta de credibili-
dad por el consumidor alérgico (DunnGalvin et al., 2015). Por este motivo, la CE
puede desarrollar actos de ejecucion para cubrir este aspecto de la informacion
voluntaria relativa a la posible presencia no intencionada en el alimento de sus-
tancias o productos que causen alergias o intolerancias, entre otros aspectos.

Por el contrario, la no declaracién de alérgenos y gluten constituye un asunto
de gran preocupacion, siendo el origen de muchas alertas alimentarias y reti-
rada de alimentos. Asi lo pone de manifiesto el informe de 2018 del Sistema
de Alertas Rapidas para Alimentos y Piensos (Rapid Alert System for Food
and Feed, RASFF), con 149 notificaciones (un aumento del 31% respecto al
anterior informe), siendo la leche, el gluten y los frutos secos las sustancias
alergénicas mas notificadas, y los platos preparados y los snacks los alimen-
tos mas implicados. La mayoria de las notificaciones informadas se debian a
errores en el etiquetado debido a la no declaracién de alérgenos (UE, 2019).
De la misma manera, en la memoria de 2018 del Sistema Coordinado de
Intercambio Réapido de Informacién (SCIRI), los defectos del etiquetado rela-
cionados principalmente con la ausencia de declaracion de alérgenos supuso
el 56% de las notificaciones de alerta dentro del grupo de “otros peligros”,
destacando los alérgenos como segunda causa de alertas alimentarias tras
los microorganismos patogenos (AESAN, 2019b).

La revision de Do et al. (2018) sobre estudios de prevalencia de la no declara-
cion de alérgenos (leche, huevo, gluten, cacahuete, avellana y soja) en produc-
tos comercializados, asi como la de prevalencia de alérgenos en productos con
etiquetado precautorio, todos ellos analizados mediante la técnica ELISA. La
proteina de leche fue el alérgeno que generé mas alertas, con una prevalencia
de no declaracion entre el 16 y el 31% en estudios de todo el mundo. Respecto
al huevo, la FDA report6 una prevalencia del 3,1-7,5% entre los anos 2000-2014
y sobre el gluten, la UE informé de una prevalencia entre el 17-19% durante
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los afios 2011-2014. Los autores manifestaron la necesidad de mas estudios
para establecer la aparente relacion entre el uso del etiquetado precautorio y
la presencia de alérgenos. Los resultados también asociaron ciertos productos
con una mayor prevalencia de alérgenos no declarados, como es el caso de la
proteina de leche no declarada en chocolate negro con una prevalencia que va
desde el 0,8 hasta el 14,8% segun los diferentes estudios.

2.3.5 Métodos analiticos de deteccién de alérgenos en alimentos

La informacion contenida en la etiqueta sobre la presencia de alérgenos en
los alimentos supone un elemento indudable de proteccion al consumidor. No
obstante, existe la posibilidad de que en el alimento estén presentes “alérge-
nos ocultos”, es decir, trazas de proteinas alergénicas que pueden compro-
meter la salud del consumidor alérgico. Por lo tanto, es necesario tanto en
la industria alimentaria como a nivel del control oficial disponer de métodos
analiticos que permitan detectar en los alimentos, de manera especifica y
sensible, pequenas cantidades de sustancias causantes de reacciones de hi-
persensibilidad alimentaria, a pesar del efecto matriz o del tratamiento térmico
a que se haya sometido el alimento. Actualmente, se dispone de métodos de
deteccion y cuantificacion de alérgenos alimentarios directos, que detectan
proteinas, e indirectos, basados en la deteccion de ADN (Tabla 24).

Tabla 24. Métodos analiticos directos e indirectos para la deteccion y cuantificacion de alér-
genos en los alimentos.

- ELISA
- LFD
- Técnicas RAST y EAST
Inmunoquimicos - Immunoblotting
Directos: deteccion de - Dot-blot

proteinas - RIE
- Biosensores de proteinas

- Microarrays de proteinas
Espectrometria de

masas
- PCR-ELISA
- PCR en tiempo real
- MLPA
Indirectos: deteccion de Reaccion en cadena  _ pcR g tiempo real-HRM
ADN de la polimerasa ) o
(PCR) - PCR anidada en tubo unico
- Biosensores de ADN
- Aptasensores
- Microarrays de ADN

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. LFD: Lateral Flow Devices. RAST: Radio-al-
lergosorbent. EAST. Enzyme-allergosorbent. Dot-Blot: Dot-immunnoblotting. PCR: Poly-
merase Chain Reaction. MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification. HRM: High
Resolution Melting.
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Los métodos directos permiten la deteccidn real de las proteinas alergénicas
de manera especifica y sensible mediante técnicas inmunoldgicas o no inmu-
noldgicas.

En general, los métodos inmunolégicos se basan en la unién especifica en-
tre los epitopos de la molécula diana (el alérgeno) y una inmunoglobulina
especificamente disefiada para ese analito.

2.3.5.1. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, Enzy-
me-Linked ImmunoSorbent Assay)

La técnica de inmunoensayo ELISA es una de las mas utilizadas para la iden-
tificacion y/o cuantificacion de analitos de naturaleza proteica. En funcién de
la manera en que se produzcan las interacciones antigeno-anticuerpo, los
ensayos ELISA pueden clasificarse en cuatro principales categorias.

Diferentes casas comerciales han desarrollado kits ampliamente utilizados en
la industria alimentaria. Normalmente, son del tipo ELISA sandwich, donde
el antigeno queda inmovilizado entre dos anticuerpos, uno de captura y otro
de deteccidn, que se uniran a dos epitopos distintos de un mismo antigeno.
Asi, un primer anticuerpo que tapiza la placa de pocillos retiene los antigenos
presentes en la muestra de alimento. Los antigenos capturados son detecta-
dos por un segundo anticuerpo, conjugado con una enzima que convierte al
sustrato en un producto detectable y medible.

Por otro lado, el tipo ELISA competitivo o de inhibicion es mas adecuado para
la deteccion de antigenos presentes en muy bajas cantidades. En esta va-
riante, se utiliza un antigeno de referencia que compite con el antigeno de
la muestra por unirse al anticuerpo primario. Para ello, se incuba el alérgeno
de una muestra con un anticuerpo no marcado. A continuacion, el complejo
formado se transfiere a un pocillo con una cantidad de antigeno de referencia
inmovilizado en la fase sdlida y se produce la competencia. Si en la muestra
no hay antigenos, el anticuerpo mostrara afinidad por el antigeno de referen-
cia. Posteriormente, se aflade un anticuerpo secundario marcado con una
enzima que se unira al complejo anticuerpo primario-antigeno de referencia,
y la enzima al reaccionar con el sustrato proporcionara un producto coloreado
(Figura 11). En este caso, la absorbancia medida es inversamente proporcio-
nal a la concentracion de alérgeno en la muestra (Poms et al., 2004, Holck et
al., 2011).

El ELISA es una técnica cuantitativa o semicuantitativa y es la mas empleada
para el control de alérgenos en alimentos debido a su alta sensibilidad (hasta
0,2 mg/kg), rapidez, fiabilidad y sencillez de manejo, ya que no requiere personal
altamente cualificado ni un equipo muy sofisticado. Ademas, permite el analisis
simultaneo de varias muestras (Poms et al., 2004). Una desventaja es que el en-
sayo puede ser relativamente largo y resultar caro si se procesa un numero bajo
de muestras. Ademas, los resultados de diferentes kits comerciales pueden ser
variables, puesto que los anticuerpos usados reconocen epitopos distintos. Los
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Figura 11. ELISA competitivo (Schubert-Ullrich et al., 2009)

resultados también se pueden ver afectados por problemas de reactividad cruza-
da, efecto matriz y por el procesado del alimento (Costa et al., 2016).

Para la deteccion de proteina de leche, algunos de los kits comercializados
detectan diferentes proteinas de la leche (caseina, B-lactoglobulina), mien-
tras que otros detectan proteina total de leche con limites de deteccion entre
0,1 y 5 mg/kg. Para ciertos alimentos, como productos lacteos fermentados,
los epitopos se pueden hidrolizar manteniendo su potencial alergénico. Estos
epitopos pueden ser infraestimados o incluso no ser detectados por los ELISA
sandwich. En estos casos, los ELISA competitivos se comportan satisfactoria-
mente detectando niveles por debajo de 5 mg/kg (EFSA, 2014).

En el caso de la proteina de huevo, también existen numerosos kits comer-
ciales con rendimientos variables y ciertas limitaciones. Las dianas suelen ser
las proteinas ovomucoide y ovoalbumina, juntas o por separado, y las protei-
nas de huevo totales, con unos limites de deteccién entre 0,08 y 0,6 mg/kg y
limites de cuantificacién entre 0,3 y 1 mg/kg. Como consecuencia del efecto
matriz o de la reactividad cruzada con la proteina ovomucoide de otros huevos
de aves, se pueden dar falsos negativos y falsos positivos. Aunque de mayor
trascendencia para la deteccion de los alérgenos del huevo son los efectos
originados por el proceso térmico. El tratamiento térmico reduce el reconoci-
miento de las proteinas nativas por parte de los anticuerpos y disminuye la
solubilidad de las proteinas (EFSA, 2014).

Para la deteccion de gluten en alimentos, los dos ELISA sandwich desarro-
llados se emplean para detectar proteinas alergénicas en trigo, avena y cen-
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teno. El kit de ELISA basado en el anticuerpo mAb R5 detecta prolamina en
esos tres cereales con una exactitud que depende de la matriz alimentaria,
mientras que el kit ELISA basado en el mAb 401/21 reacciona principalmente
frente a glutenina de alto peso molecular y w-5-gliadina. Se ha alcanzado un
limite de deteccion de 0,8 mg/kg de gliadina en trigo, cebada y centeno con un
ELISA tipo sandwich doble anticuerpo (EFSA, 2014).

2.3.5.2 Tiras de Flujo Lateral (LFD, Lateral Flow Devices)

Una alternativa al ELISA es el ensayo mediante tiras LFD, que no deja de ser
una version simplificada del mismo. Consiste en una membrana de nitroce-
lulosa, nailon o polivinildifluorido en la que se inmoviliza el agente especifico
para el analito (anticuerpo o antigeno). Posteriormente, se deposita el reactivo
de deteccion, normalmente un anticuerpo (marcado con particulas de oro co-
loidal o latex, o con una enzima), en la almohadilla de conjugado y seguida-
mente la muestra. Ambos reaccionaran inmunologicamente segun se vayan
desplazando por la membrana. El complejo analito-reactivo de deteccion es
capturado por el agente especifico inmovilizado en una banda transversal de
la tira, emitiendo un color proporcional a la cantidad de analito presente en la
muestra. Existe una segunda membrana con anticuerpos especificos que se
uniran al anticuerpo marcado con oro coloidal a modo de control de la migra-
cion sobre la tira (Figura 12). También se puede presentar bajo el formato de
inmunoensayo de inhibicion competitiva.

Las tiras reactivas (dipstick test) son similares al LFD, pero sin fase movil. Los
anticuerpos de captura se encuentran inmovilizados en un extremo de la tira,
donde son puestos en contacto con el alérgeno de la muestra. Tras la incu-
bacion, se afaden los anticuerpos de deteccion, que normalmente van mar-
cados con una enzima que reacciona con el sustrato para formar un producto
coloreado (Schubert-Ullrich et al., 2009; Holck et al., 2011).

Absorbent Pad

Actual Device (0.5 x 6 cm)

Reading
Time 5 min

Antibody Coatad Control Line =
Colloidal Gold A
Protein Specific
Antibody
Species Specific
Antibody
Sample Protein

Test Line

Q =< 4.):

Release Pad

Figura 12. Diagrama de un dispositivo de flujo lateral (Schubert-Ullrich et al., 2009)
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La principal utilidad de estos sistemas es actuar como indicadores de conta-
minacion en empresas alimentarias, debido a su precio econémico, su facil
manejo sin necesidad de instrumentacion, portabilidad, rapidez y sensibilidad
en la obtencion de resultados (Schubert-Ullrich et al., 2009).

Actualmente, existen LFD y tiras reactivas comercializadas capaces de de-
tectar gliadina y proteinas alergénicas en huevo, leche, cacahuete, almendra,
avellana, crustaceos y moluscos con unos limites de deteccidon entre 1 y 25
mg/kg (Holck et al., 2011).

Los resultados son interpretados visualmente ya que dan solo un valor cua-
litativo o semicuantitativo, aunque actualmente se pueden cuantificar los re-
sultados inmunocromatograficos gracias al desarrollo de detectores portatiles
(incluso aplicaciones para smartphones) basados en medidas de densidad
optica, magnética y fluorescencia (Urusov et al., 2019).

2.3.5.3 Técnica Radio-allergosorbent (RAST) y Técnica Enzyme-allergo-
sorbent (EAST)

Los test de inhibicion RAST y EAST, ampliamente utilizados en el diagndstico
clinico de las alergias alimentarias, también se han utilizado para la detec-
cion de alérgenos en alimentos. En estas técnicas, un antigeno alergénico
inmovilizado en una fase sélida se une a una IgE especifica humana. Los
antigenos de la muestra inhiben la unién del antigeno inmovilizado a la IgE
(inmunoensayo competitivo). Un segundo anticuerpo anti-IgE marcado con un
isétopo (RAST) o una enzima (EAST) y el sustrato, emitiran radioactividad o
un producto coloreado, respectivamente, cuya intensidad sera inversamente
proporcional a la cantidad de alérgeno presente en la muestra de alimento
(Figura 13). Para la cuantificacién se emplea un contador gamma que mide la
radioactividad o un espectrofotometro que mide la absorbancia (Poms et al.,
2004; Kirsch et al., 2009).

Antigeno IgE en suero Unidn espedfica IgE

= ‘:‘P WS
s
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radiomarcados

Figura 13. Técnica Radio-allegosorbent (RAST) (Igbal et al., 2018)
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No obstante, el uso comercial de las técnicas RAST y EAST para la detec-
cion de alérgenos en la industria alimentaria ha sido limitado, ya que la falta
de disponibilidad de sueros de pacientes alérgicos humanos y la gran varia-
bilidad en la produccion de IgE dificulta la estandarizacion de estas técnicas.
El uso de radioisétopos es otra de sus desventajas (Poms et al., 2004; Taylor
et al., 2009).

2.3.5.4 Immunoblotting

Esta técnica inmunoquimica, por la que se consigue la separacion de las pro-
teinas del alimento, esta basada en el uso de un gel de electroforesis de polia-
crilamida (PAGE), en presencia del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS).
El SDS desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga negativa. Las pro-
teinas son separadas segun sus pesos moleculares (gel monodimensional) o
de acuerdo a su peso molecular y punto isoeléctrico (gel bidimensional). Una
vez separadas, son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o polivinil-
pirrolidona para su inmunodeteccion por anticuerpos marcados con enzimas.
Los alérgenos detectados aparecen como bandas individuales de proteina
(gel 1D) o como manchas individualizadas (gel 2D) (Poms et al., 2004). El
immunoblotting puede ser util como test de confirmacion de alérgenos en ali-
mentos, o para evaluar la especificidad de anticuerpos y caracterizar IgE de
individuos alérgicos (Holck et al., 2011).

2.3.5.5 Dot-immunnoblotting (Dot-blot)

Otra técnica cuya utilidad se planted para la deteccion de alérgenos ali-
mentarios fue el dot-blot, por ser una prueba de deteccion sencilla y eco-
nomica. En esta técnica, una gota con los extractos de proteina de la
muestra, se deposita en una membrana de nitrocelulosa o fluoruro de
polivinilideno y se incuba junto con un anticuerpo especifico conjugado
con una enzima. Si se produce la unién entre ellos (antigeno diana-an-
ticuerpo conjugado) se observara una mancha coloreada después de la
interaccion enzima-sustrato. La intensidad de las manchas es proporcio-
nal a la cantidad de antigeno, por lo que la dot-blot es una prueba semi-
cuantitativa (Poms et al., 2004).

2.3.5.6 Rocket Inmunoelectoforesis (RIE)

En esta técnica se anaden los anticuerpos a un gel que se somete a un campo
eléctrico. Los antigenos a investigar migran conforme a su movilidad electro-
forética hasta que el complejo anticuerpo-antigeno precipita en forma de cono
o cohete. La altura del cono es proporcional a la cantidad de alérgeno, por lo
que los resultados se pueden cuantificar.

La RIE no es una técnica muy utilizada para detectar alérgenos en alimentos
debido a lo laborioso que es la preparacion del gel y los procedimientos de
inmunotincion (Poms et al., 2004).
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2.3.5.7 Biosensores de proteinas

La mayoria de los biosensores utilizados en el analisis de alérgenos alimenta-
rios son inmunosensores, siendo la molécula diana una proteina alergénica o
un anticuerpo. Los biosensores consisten en una molécula diana inmoviliza-
da sobre la superficie de un chip que funciona como receptor. La interaccién
entre este elemento de reconocimiento y el analito produce unas variaciones
fisico-quimicas, que un transductor interpreta y convierte en una sefal anali-
zable por un sistema de procesamiento de sefial. Se obtiene un resultado se-
micuantitativo o cuantitativo proporcional a la concentracién del analito (Alves
et al., 2016).

Segun el tipo de transductor, los biosensores se pueden clasificar en 6pticos,
electroquimicos y electromecanicos o piezoeléctricos (Pilolli et al., 2013: Alves
et al., 2016; de la Cruz et al., 2017):

Los biosensores representan la alternativa a los ELISA mas prometedora vy,
debido a su sencillez, rapidez y viabilidad para su automatizacién, tienen un
alto potencial para convertirse en una técnica de analisis directo y a tiempo
real en la cadena alimentaria (Alves et al., 2016).

2.3.5.8 Microarrays de proteinas

La principal caracteristica de la tecnologia microarray es la deteccion simulta-
nea de multiples analitos en una muestra. Los microarrays contienen elemen-
tos de reconocimiento biomolecular especificos, como pueden ser anticuerpos
especificos frente a ciertos alérgenos o marcadores proteicos de alimentos.
Estos anticuerpos se inmovilizan en diminutos microchips mediante microim-
presion o microestructuracion, formando una superficie conocida. El analisis
de datos se obtiene con distintos sistemas de lectura y soffware de procesado
de imagenes. Técnicas como ELISA o LFD se pueden implementar usando
plataformas de microarray de flujo continuo para su aplicacion en analisis mul-
tiple (Schubert-Ullrich et al., 2009).

Por el momento es impensable su uso rutinario en la industria alimentaria,
pero los microarrays son una herramienta prometedora para la deteccién y
cuantificacion rapida y simultdnea de alérgenos en muestras de pequefios
volumenes.

La espectrometria de masas surgi6 como herramienta confirmatoria para
la determinacion de los alérgenos en alimentos, ofreciendo la posibilidad de
analisis multiple con una elevada exactitud, sensibilidad, especificidad y re-
producibilidad. Esta tecnologia es independiente de la interaccién anticuer-
po-alérgeno por lo que no se ve afectada por la reactividad cruzada como
ocurre en los inmunoensayos. Esto permite la inequivoca identificacion y ca-
racterizacién de las proteinas alergénicas (Monaci y Visconti, 2009; Costa
et al., 2016). Ademas, con las ultimas generaciones de espectrometros de
masas, es posible la cuantificacion de proteinas alergénicas en los alimentos
(Monaci et al., 2018).
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Para la cuantificacion directa de proteinas intactas se emplea la estrategia
protedmica Top-Down (de arriba hacia abajo) sin necesidad de digestion pre-
via. Sin embargo, la extrema complejidad de cuantificar proteinas intactas en
matrices complejas, como los productos procesados, limita el uso de esta
metodologia. En contrapartida, la aproximaciéon Bottom-Up (de abajo hacia
arriba) ha demostrado su idoneidad para la cuantificacion de alérgenos en
matrices complejas. Ello requiere un paso de digestion enzimatica previa de
las proteinas aisladas para convertirlas en péptidos. La determinacion de la
masa de los péptidos obtenidos permite la comparacion con las masas teori-
cas de las diferentes proteinas extraidas de estandares del alérgeno (mapeo
de masas peptidicas). En ambos casos, la separacion previa de péptidos y
proteinas representa un elemento esencial en el analisis protedmico, existien-
do dos posibilidades: la electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional
(2D-PAGE) y la cromatografia liquida (LC). Esta ultima técnica es la de uso
mas comun para el analisis de proteinas alergénicas en alimentos.

Como fuente de ionizacién, las técnicas de ionizacién suave por electroespray
(ESI) y desorcion laser asistida por matriz (MALDI) constituyen la base de la
protedmica contemporanea. Por otro lado, los analizadores de masa mas es-
pecializados desarrollados en los ultimos afios son los de cuadrupolo (Q), de
tiempo de vuelo (TOF) y de confinamiento de iones (IT, lon Traps), Orbitraps
y analizadores de resonancia i6n-ciclotron con transformada de Fourier (FT-
ICR)). La combinacion de fuentes idnicas y analizadores de masas constitu-
yen los sistemas de espectrometria de masas hibridos. El acoplamiento de
ionizacion MALDI con los analizadores TOF (para la medicidn de proteinas
intactas o péptidos), y de la ionizacion ESI con IT y triple Q (para generar un
espectro de iones fragmentados) son, junto a los hibridos de TOF (Q-TOF y
TOF en tandem), las configuraciones mas extendidas en la identificacion y
cuantificacion de alérgenos y biomarcadores peptidicos (Monaci y Visconti,
2009; Costa et al., 2016; Monaci et al., 2018).

A pesar de las ventajas que presenta la espectrometria de masas y la disponi-
bilidad de diferentes métodos, el alto coste de los equipos y su mantenimiento
y el requerimiento de personal altamente cualificado, dificulta su aplicacion en
los analisis rutinarios de control de alérgenos en alimentos. Aun asi, se estan
haciendo esfuerzos para armonizar el método analitico con la espectrometria
de masas, sobre todo el basado en el control selectivo de reaccién (SRM,
Selection Reaction Monitoring). Con este objetivo ha surgido el proyecto eu-
ropeo ThRAII, que se esta desarrollando como método de referencia para la
deteccion y cuantificacion simultanea de seis alérgenos (leche de vaca, hue-
vo, cacahuete, avellana, almendra y soja) (Mills et al., 2019).

La alternativa a la deteccion de proteinas alergénicas son los métodos indi-
rectos, basados en la determinacion de marcadores. Estos métodos implican
la extracciéon de un alérgeno proteico especifico o un marcador alergénico que
codifica un fragmento de ADN amplificado mediante PCR. Son métodos muy
sensibles y especificos y presentan varias ventajas frente a los inmunoensa-
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y0S: Son menos propensos a la reactividad cruzada, les afecta menos el trata-
miento térmico del alimento, se obtienen resultados rapidos y tienen un coste
moderado (Monaci y Visconti, 2010; Alves et al., 2016). Pueden ser utiles para
el analisis confirmatorio cuando no existen métodos inmunoldgicos adecua-
dos y para el analisis de grupos de alérgenos como pescado, crustaceos y
fuentes de gluten (trigo, cebada y centeno) (Holck et al., 2011).

2.3.5.9 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction)

Esta técnica se basa en la deteccion de una secuencia especifica de ADN de
una determinada proteina alergénica. El fragmento de ADN es amplificado
por la enzima ADN polimerasa que requiere un par de oligonucleétidos como
cebadores (primers) para reconocer la secuencia de ADN. La reaccién con-
siste en tres pasos por ciclo de amplificacidn, determinado cada uno de ellos
por una diferente temperatura: desnaturalizacion de la doble cadena de ADN,
hibridacién de los cebadores a su secuencia complementaria de ADN molde y
extension de los cebadores por la polimerasa para la sintesis de nuevo ADN.
Estos pasos se repiten durante 25-45 ciclos y el producto amplificado se vi-
sualiza con una tincién de colorante fluorescente o mediante electroforesis en
gel agarosa. El resultado obtenido nos indicara la presencia o ausencia de la
secuencia de ADN codificada para el alérgeno en cuestion, es decir, la PCR
convencional es una prueba cualitativa (Poms et al., 2004; Holck et al., 2011;
Slowianek y Majak, 2011; De la Cruz et al., 2017).

También se contempla la posibilidad de la reaccién duplex de PCR en la que
se emplean dos parejas especificas de cebadores para la deteccion simulta-
nea de dos alérgenos (Slowianek y Majak, 2011).

El uso de la técnica de PCR para la deteccion de trazas de leche en alimentos
es muy limitado, debido al bajo contenido de ADN. Otra de las limitaciones de la
PCR es que no detecta la proteina alergénica en cuestion vy, por lo tanto, el re-
sultado no se puede asociar a una reaccion alérgica. Ademas, el procesamiento
del alimento puede afectar a proteinas y ADN de manera diferente induciendo a
resultados erréneos (Poms et al., 2004; Slowianek y Majak, 2011). Para la de-
teccion de proteina de huevo también presenta limitaciones relacionadas con el
bajo contenido de ADN de los huevos y con el hecho de que el ADN del huevo
de gallina no se puede distinguir del ADN de carne de pollo (EFSA, 2014).

2.3.5.10 PCR-ELISA

Esta técnica combina la alta especificidad de los métodos basados en la de-
teccion de ADN con la sencillez y bajo coste de las técnicas ELISA, lo que
permite obtener resultados semicuantitativos (Slowianek y Majak, 2011). Su
fundamento se basa en amplificar el fragmento de ADN especifico de un alér-
geno alimentario. El producto amplificado se hibrida a una sonda de ADN
ligada a una proteina especifica. Esta proteina es reconocida por un anti-
cuerpo marcado con una enzima especifica. La concentracion de ADN puede

115



Capitulo 11
Revisiéon bibliografica

ser cuantificada por la reaccion colorimétrica que resulta de la reaccion de la
enzima con el sustrato (Poms et al., 2004).

2.3.5.11 PCR en tiempo real

Para obtener resultados cuantitativos se recurre a la PCR en tiempo real, con
la que se alcanzan limites de deteccion comparables a los métodos inmuno-
I6gicos, lo que proporciona unas interesantes aplicaciones en los analisis de
rutina (Monaci y Visconti, 2010).

En esta técnica se utiliza una sonda con un fluoréforo que permite la lectura de
los datos a medida que avanza la PCR. La senal de fluorescencia medida por
el termociclador es proporcional a la cantidad de ADN replicado (Holck et al.,
2011). Estos mismos autores recogen en su trabajo de revision la variedad de
kits comerciales disponibles tanto para PCR en tiempo real como para PCR
convencional. El numero de kits de PCR-ELISA disponible en el mercado es
bastante mas reducido.

De la misma manera que la PCR duplex, la PCR en tiempo real multiplex consi-
gue amplificar varios fragmentos de ADN simultaneamente mediante la aplica-
cion de varias parejas de cebadores, consiguiendo ahorro de tiempo y recursos,
si bien se debe prestar especial atencion al disefio de las parejas de cebadores
para evitar que hibriden entre ellos y formen dimeros de cebadores que amplifi-
quen a expensas del ADN molde (Holck et al., 2011; Slowianek y Majak, 2011).

Para la deteccion y cuantificacion de ADN en cereales que contienen gluten
se comercializan varios kits de PCR en tiempo real. Las sondas TagMan se
han utilizado con éxito en diferentes kits. Por ejemplo, para la deteccion de
trigo y cebada en productos altamente procesados (pan, galletas y pasteles),
se ha obtenido un limite de deteccion de 1 genoma y 10 copias de genoma,
que se corresponden a 50 y 150 pg de ADN, en trigo y cebada respectivamen-
te. También se han alcanzado limites de deteccion de 2,5 mg/kg de trigo en
matrices vegetales y 5 mg/kg de trigo en productos carnicos (EFSA, 2014).

2.3.5.12 Amplificacion de sondas dependiente de ligadura multiple
(MLPA, Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

Esta técnica de biologia molecular conlleva un paso previo de union que se
produce entre dos hemi-sondas adyacentes disefiadas para una secuencia
de ADN diana determinada, que esta presente en la muestra. Una vez que
las dos hemi-sondas han hibridado se produce la unién y seran las sondas
ligadas las que amplifiquen durante la reaccién PCR. Uno de los cebadores
contiene un fluoréforo que permite su deteccion mediante electroforesis capi-
lar y la cantidad de producto de PCR medida es proporcional a la cantidad de
ADN diana presente en la muestra. El sistema es mas flexible que la PCR en
tiempo real y se pueden emplear mas pares de hemi-sondas que amplificaran
con el mismo par de cebadores, lo que permite ampliar el rango de secuencias
diana (Monaci y Visconti, 2010; Costa et al., 2016; De la Cruz et al., 2017).
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Diferentes estudios han demostrado la adecuada sensibilidad y especificidad
de la MLPA, por ejemplo, el llevado a cabo por Ehlert et al. (2009) para la de-
teccion simultanea de 8 frutos secos y semillas de sésamo, o el desarrollado
para la deteccidn de especies alergénicas de pescado, marisco, crustaceos
y cefalépodos (Unterberger et al., 2014). Otro estudio detectd 8 ingredientes
alergénicos mediante una 10-plex MLPA cuantitativa (Mustorp et al., 2011).

2.3.5.13 PCR en tiempo real acoplada con Fusién de Alta Resoluciéon

El analisis de fusion de alta resolucion (HRM, High Resolution Melting,) se ha
aplicado a la identificacion y diferenciacion de especies relacionadas filogené-
ticamente, organismos modificados genéticamente y alérgenos alimentarios.
Es un método de analisis post-PCR utilizado para identificar la variacion en las
secuencias de acido nucleico. La técnica comienza con una PCR en tiempo
real que amplifica la secuencia de ADN vy, a la vez, son afiadidos colorantes
fluorescentes (SYBR Green o SYTO Dye). Estos colorantes se unen especi-
ficamente a la doble cadena de ADN, con la ventaja de afadirse en alta con-
centracion y asi disminuir la probabilidad de amplificaciones no especificas o
la inhibicién de la PCR. Durante la fusion de los fragmentos se van a detectar
cambios sutiles de fluorescencia que se corresponden con pequefas variacio-
nes como la del cambio de una base nitrogenada (Costa et al., 2016).

En el campo de los alérgenos alimentarios la HRM se ha utilizado para la
deteccion de almendras y su diferenciacion de otros frutos de los arboles del
geénero Prunus (Costa et al., 2012) o, mas recientemente, para diferenciar tri-
go de otros cereales que también contienen gluten (Martin-Fernandez et al.,
2016).

2.3.5.14 PCR Anidada en Tubo Unico (STNPCR, Single Tube Nested-PCR)

La PCR anidada se ha usado normalmente para aumentar la sensibilidad y
reducir la amplificacion de las dianas de ADN no especificas. Esta técnica se
basa principalmente en dos amplificaciones de PCR, donde la primera reac-
cion produce fragmentos de ADN extensos que serviran de ADN molde para
la segunda reaccion. Para evitar el problema de la contaminacion se ha com-
binado el uso de dos pares de cebadores anidados (externo e interno) con
temperaturas de hibridacion diferentes, acoplados a una reaccion de PCR en
tiempo real en un unico tubo cerrado. Al hibridarse los cebadores a diferen-
tes temperaturas, se originan dos fragmentos de ADN especificos por lo que
aumenta la especificidad de la reaccion. Por el momento, se han realizado
pocos estudios de esta técnica para la deteccién y cuantificacion de alérgenos
alimentarios (Costa et al., 2016).

2.3.5.15 Biosensores de ADN

Aunque en la tecnologia de los biosensores se han empleado principalmente an-
ticuerpos, la molécula diana inmovilizada sobre la superficie del sensor también
puede ser un fragmento de ADN. Un biosensor de ADN o genosensor se basa en
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la hibridacién de dos cadenas complementarias: un elemento de reconocimiento
que es una secuencia monocatenaria de oligonucledtidos, conocida como sonda,
y una secuencia complementaria (ADN o ARN), denominada diana. Como en el
caso de los inmunosensores, la interaccion resultante se obtiene a través de un
transductor que produce una sefal medible (Costa et al., 2016).

Se han utilizado principalmente en el campo de la investigacion. Asi, Sun et
al. (2012) desarrollaron un bionsensor electroquimico de ADN para detectar
el alérgeno de cacahuete Ara h1 en una bebida de cacahuete, mientras que
Martin-Fernandez et al. (2016) también utilizaron un genosensor electroqui-
mico para detectar y cuantificar la presencia de gluten, con un limite de detec-
cion de 10 mg/kg de trigo en harina de arroz.

La utilizacion de genosensores podria llegar a convertirse en una alternativa
efectiva para la deteccion de secuencias especificas, principalmente por su
sencillez, automatizacion, bajo coste y alta selectividad (Costa et al., 2016).

2.3.5.16 Aptasensores

La afinidad y especificidad de los anticuerpos por sus moléculas diana les
hacen idoneos en su aplicacion como bionsensores, pero presentan algunas
desventajas como su produccién in vivo y su corta vida. Para dar solucion a
estas limitaciones, han aparecido recientemente los aptasensores o sondas
de reconocimiento molecular de origen sintético con las caracteristicas de afi-
nidad y especificidad requeridas. Los aptameros son una cadena sencilla de
oligonucledtidos (de ADN o ARN) sintetizados quimicamente para una diana
especifica, que se obtienen por un proceso de seleccion in vitro mediante
la técnica de Evolucion Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Expo-
nencial (SELEX, Systematic Evolution of Ligands by Exponencial enrichment)
(Alves et al., 2016).

Hay poca informacion disponible en la literatura cientifica sobre esta area
emergente en el campo de la deteccion de los alérgenos alimentarios. A este
respecto, un grupo de cientificos belgas ha trabajado en la deteccién de li-
sozima y Ara h1 (Tran et al., 2010, 2013) y, mas recientemente, cientificos
espanoles han publicado trabajos sobre la deteccidn de gliadina en alimentos
libres de gluten mediante esta metodologia analitica (Amaia-Gonzalez et al.,
2014, 2015).

2.3.5.17 Microarrays de ADN

También conocidos como chips de ADN o biochips, los microarrays de ADN
constituyen una poderosa herramienta para la deteccién simultanea de se-
cuencias multiples de ADN y analisis multimuestras. Las sondas especificas
son inmovilizadas en una superficie solida por diferentes técnicas y reconocen
los amplicones de PCR complementarios marcados con un fluoréforo. Las
sefnales fluorescentes son leidas por un escaner de fluorescencia a la longitud
de onda apropiada. Es una técnica cualitativa y util para un rapido cribado y
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aunque se han desarrollado microarrays basados en oligonucleétidos o acidos
peptidonucleicos para varios alérgenos, su utilizacidn se centra principalmen-
te en el campo de la investigacion (Rossi et al., 2006; Bettazzi et al., 2008).

En resumen, los métodos analiticos mas utilizados para la deteccidén de alér-
genos en alimentos son los inmunoquimicos ELISAy LFD, la espectrometria
de masas y la PCR en tiempo real. En la Tabla 25, se recopilan los provee-
dores que suministran tests comerciales de ELISA, LFD y PCR para las tres
sustancias objeto de nuestro estudio.

Tabla 25. Proveedores de kits (ELISA, LFD y PCR) para alérgenos alimentarios.

Tipos de kits y proveedores

Alimento Alérgeno ELISA LFD PCR
Huevo a,b,c,d,g,m,0,q,s a,b,c,g,m,s r
Lisozima a, c - -
Parvalbuminas c,d, m M a
Cereales Gliadina a,b,o,s a,b -
Gluten c,e f,g,hq a,b,cef,ghms anpq
Leche a,b,c,d,g,m,0 a, c,g,m r
B-lactoglobulina a,b,c,e f o, s c, S -
caseina a,b,c,d, e, f,mo,q c,ef s -

(a) R-Biopharm AG; (b) Neogen Corporation; (c) Romer Labs®; (d) Biocheck Ltd; (e) Crystal
Chem; (f) Morinaga; (g) Cosmo Bio USA; (h) ELISA Technologies Inc; (m) Elution Technolo-
gies; (o) ELISA Systems; (p) BIOTECON Diagnostics; (q) 4LAB DIAGNOSTICS srl; (r) Koge-
nebiotech; (s) Zeulab.

Fuente: Elaboracién propia adaptada de Senyuva et al. (2019).

2.3.6 Validacién de los métodos analiticos y criterios de aceptacion

Para garantizar la fiabilidad de las medidas analiticas, un laboratorio debe
implementar un sistema de control de la calidad. Normalmente, este sistema
se gestiona bajo la base de la Norma ISO 17025, que especifica el uso de
métodos validados, materiales de referencia y participacion en ensayos inter-
laboratoriales (Monaci y Visconti, 2010).

La validacion del método es un componente esencial para que un laborato-
rio consiga resultados analiticos fiables y comparables entre laboratorios. El
compendio de guias publicado por Thompson et al. (2002), constituye un pro-
tocolo armonizado de gran utilidad para la realizacion de estos estudios. En
este documento se recogen los parametros que debe contemplar un labora-
torio para la validacion de un método: aplicabilidad, selectividad, calibracion y
linealidad, rango de trabajo, limites (de deteccidn y cuantificacidon), exactitud,
sensibilidad, robustez, incertidumbre de medida y efecto matriz.

Estas directrices abordan validacion de métodos de una manera general, pero
no dan respuesta a aspectos sin resolver en el analisis de alérgenos, como
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los materiales de referencia, métodos de fortificacion o eleccion de matrices.
Estas carencias se intentaron solventar con la publicacidén de la guia para la
validacion de métodos ELISA cuantitativos para alérgenos alimentarios (Ab-
bott et al., 2010). Aparte de complementar aspectos de los parametros de
validacion expuestos por Thompson et al. (2002), la guia recoge criterios de
aceptacion y trata ciertas limitaciones en el analisis de alérgenos (materiales
de referencia, métodos de fortificacién y matrices alimentarias). Define crite-
rios de aceptacion como los limites numéricos, rangos o cualquier otra medida
de aceptacion del resultado analitico, que todo método de analisis de alérge-
nos alimentarios debe considerar apto para su uso previsto. Asi, por ejemplo,
el criterio de aceptacion que propone para el porcentaje de recuperacion de
las muestras fortificadas o enriquecidas (cantidad conocida de alérgeno ali-
mentario afadido en el producto final tras el procesado) es entre el 80% y
120%, y para las muestras adicionadas o procesadas (cantidad conocida de
alérgeno alimentario incorporado a la muestra antes de su procesado) entre
el 50% y 150%.

La mejor fuente de informacion sobre el rendimiento del método (porcentaje
de recuperacion del material de referencia afiadido) para la deteccion de alér-
genos la proporcionan las muestras adicionadas. Con este planteamiento, se
consigue reproducir las condiciones a las que se expone la matriz alimentaria
durante el procesado. Sin embargo, su obtencién puede ser dificultosa y cos-
tosa, por lo que se suelen usar muestras fortificadas.

El desarrollo de materiales de referencia (MR) y, preferiblemente, de materia-
les de referencia certificados (MRC) en diferentes matrices es esencial en la
deteccion de alérgenos alimentarios. Su uso permite demostrar que la técnica
analitica realmente detecta al alérgeno y evaluar el porcentaje de recupera-
cion, es decir la exactitud del método.

Los MR son sustancias suficientemente homogéneas y estables con propie-
dades bien caracterizadas, que se consideran idoneas para su uso en el de-
sarrollo de métodos y validacion o para pruebas de rendimiento del método.
Los MRC, ademas, poseen documentacion emitida por un érgano autorizado,
en la que al valor asignado le acompana una incertidumbre asociada y una
trazabilidad metrolégica (ISO 33:2015). El principal problema en la cuantifica-
cion de alérgenos por métodos inmunoldgicos o basados en ADN es la falta
de MRC, ya que los MR no permiten una comparabilidad de resultados tan
fiable al no poseer tanta calidad metrolégica como los MRC.

El mayor inconveniente para la produccion de MR es como el procesado del
alimento altera la proteina alergénica, tanto su estructura, como su solubili-
dad, contenido o reactividad. En esta linea, el Instituto Nacional de Estanda-
res y Tecnologia (NIST, National Institute of Standards and Technology) de EE.
UU. y el Instituto de Materiales y Medidas de Referencia (IRMM, Institute for
Reference Materials and Technology) de la CE, llevan afios trabajando para
producir MR para alérgenos de alimentos. El Grupo de Trabajo de Alérgenos
en Alimentos de la Asociacién Internacional de Monitoreo y Aseguramiento de
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la Calidad en la Cadena de Suministro Total de Alimentos (MoniQA), también
ha trabajado en la produccién de MR procesados con el huevo en polvo y le-
che desnatada en polvo proporcionado por el NIST. Actualmente, se dispone
de varios materiales de referencia: para la deteccién de proteina de leche, el
NIST SRM 1549 que es leche desnatada en polvo; para la deteccion de hue-
vo, el NIST RM 8445 que es huevo en polvo (Kerbach et al., 2009; Abbott et
al., 2010; y Poms et al., 2010); y para el gluten, la PWG es un material bien
caracterizado que se ha propuesto, y aceptado generalmente (Van Eckert et
al., 2006). Tiene algunas limitaciones ya que es especifico para gliadina, pero
se ha usado también para cuantificar prolaminas en cereales que contienen
gluten (Diaz-Amigo y Popping, 2013).

Como se ha dicho anteriormente, la matriz alimentaria analizada puede te-
ner un gran impacto en el rendimiento del método ELISA, pudiéndose dar
interferencias entre el analito alérgeno y sustancias de la matriz alimentaria
(compuestos fendlicos y taninos por ejemplo). Por tanto, cuando se desarrolla
un método se deben identificar de una manera clara para qué matrices es apli-
cable, para cuales presenta dificultad de aplicabilidad y qué estados del alér-
geno alimentario (crudo, cocinado, 0 ambos) es capaz de detectar el método.
La guia para la validacién de métodos de ELISA cuantitativos para alérgenos
alimentarios, recoge una lista de matrices recomendadas para la validacion
del método de deteccion de huevo y leche (Abbott et al., 2010).

Como complemento a la guia de Abbott et al. (2010), es interesante mencio-
nar las consideraciones de Lacorn et al. (2018) que, desde su experiencia
practica, recomendaron una serie aspectos a tener en cuenta en el uso de kits
comerciales de ELISA para la medida de alérgenos y gluten, recogidos en la
Tabla 26.

121



Capitulo 11

Revisiéon bibliografica

Tabla 26. Fiabilidad de los resultados analiticos de alérgenos alimentarios y gluten.

Estudio del manual del kit e informe de validacion

e Comprobar para que matrices es el uso previsto
e Comprobar la estrategia de extracciéon

e |dentificar las limitaciones del kit ELISA

e Comprobar las reactividades cruzadas

Comprobar cada ensayo analitico

e Resultado negativo de la muestra control negativo

e Los resultados estan dentro del rango de la muestra de control positivo
e Consultar los criterios de cumplimiento de la curva de calibrado

e Coeficiente de variacion <10% entre replicados

Verificar la homogeneidad de las muestras problema

e Analizar cinco alicuotas independientes de la muestra
e Comprobar si es probable el contacto cruzado en el laboratorio

Evaluar la composicién de la muestra

e \erificar que los ingredientes del alimento no dan falsos positivos 0 negativos

e Analizar los ingredientes por separado si la muestra compuesta analizada resulta
positiva o negativa inesperadamente

e Puede ser necesario fortificar matrices o ingredientes negativos

Matrices complejas de alimentos podrian reaccionar con el analito

e Simular el procesado de cocinado con muestras adicionadas

e \ferificar la recuperaciéon de muestras adicionadas

e \Validar el limite de deteccion y de cuantificacién para muestras problema

Asegurar las condiciones higiénicas

e Tomar muestras de superficies de lineas de produccion compartidas
e Analizar el agua de limpieza

Usar otros métodos de confirmacion

e ELISA

e LFD

e PCR

e LC-MS/MS

Considerar cualquier otro riesgo

e Elmaterial dereferenciay el analito extraido de la matriz deberian ser comparables

e Si el analito es fragmentado, usar un ELISA competitivo
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En 2020, se ha publicado la Norma UNE-EN ISO 15842:2020 “Productos ali-
menticios. Deteccién de alérgenos alimentarios. Consideraciones generales
y validacion de los métodos.” Este documento, proporciona definiciones, di-
rectrices y requisitos de validacion, incluyendo el uso de MR, para métodos
de analisis basados en acidos nucleicos, cromatograficos e inmunoensayos.
Enfatiza el reto de obtener resultados comparables en el analisis de alérgenos
y pone de manifiesto el numero limitado de MR, incluyendo en el término a los
MRC y materiales de control de calidad. A continuacion, se recogen varios de
los términos y definiciones definiciones de interés relacionados con nuestro
estudio (AENOR, 2020):

* Precision: proximidad del acuerdo entre los resultados de ensayo obteni-
dos bajo condiciones estipuladas (repetibilidad y reproducibilidad).

o Condiciones de repetibilidad: el mismo procedimiento de medicion o
de ensayo, el mismo operador, el mismo equipamiento de medicién o
ensayo usado en las mismas condiciones e instalaciones y en peque-
Aos intervalos de tiempo.

o Condiciones de reproducibilidad: el mismo procedimiento de medicién
o de ensayo, distintos operadores, equipo diferente e instalaciones y
en diferentes momentos.

La precision depende solo de la distribucion de los errores aleatorios y no esta
relacionada con el valor verdadero o con el valor especificado. La medida de
la precision, generalmente, se expresa en términos de imprecision y se cal-
cula como una desviacion tipica de los resultados de ensayo (una precision
baja se refleja con una mayor desviacion tipica), varianzas o coeficientes de
variabilidad.

* Veracidad: proximidad del acuerdo entre la esperanza matematica de un
resultado de ensayo o un resultado de la medicion y un valor verdadero
(en la practica se sustituye por el valor de referencia aceptado). La me-
dida de veracidad generalmente se expresa en términos de sesgo. La
veracidad a veces se designa como “exactitud de la media”.

» Exactitud: proximidad del acuerdo entre un resultado de ensayo o resul-
tado de la medicién y el valor verdadero (en la practica se sustituye por el
valor de referencia aceptado). Implica una combinacion de componentes
aleatorios y un error sistematico comun o componente de sesgo, por lo
que hace referencia a una combinacion de veracidad y precision.

* Recuperacién: proporciéon de la cantidad de un analito presente o anadi-
do a la porcién analitica del material de ensayo que se extrae y se deter-
mina para su posterior medicion.

Afinales de 2017, la AECOSAN convocé una reunién del Grupo de Trabajo de
Laboratorios de Alérgenos formado por representantes del laboratorio de refe-
rencia del Centro Nacional de Alimentacion (CNA) y de laboratorios de control
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oficial de las CC. AA., incluido el Laboratorio de Seguridad Alimentaria y Salud
Publica del CEMILVETDEF. El objetivo de la reunién era identificar los proble-
mas analiticos en la deteccion de alérgenos en alimentos con el fin de mejorar
y armonizar la comparabilidad de los resultados en los analisis de alérgenos.
Entre los acuerdos alcanzados, se establecio el ensayo ELISA como técnica
de referencia y se determinaron criterios de aceptacion exigibles al método
analitico referidos a la curva de calibracion, exactitud y precision. En la ultima
reunion del Grupo de Trabajo, celebrada en febrero de 2020, se revisaron los
acuerdos adoptados en la primera reunién y se reafirmo la utilidad de dichos
criterios de aceptacion.
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CAPITULO 111 EVALUACION DE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA DE LOS PLATOS QUE INTEGRAN
LOS MENUS INFANTILES

El objetivo especifico de este capitulo es evaluar la calidad microbiolégica de
los platos servidos, teniendo en cuenta criterios microbioldgicos de seguridad
alimentaria e higiene de los procesos establecidos por la normativa legal y la
literatura cientifica.

Para el desarrollo de este objetivo se han investigado y realizado recuen-
tos de microorganismos patdégenos (Salmonella spp. Listeria monocytogenes,
Cronobacter spp.) e indicadores de higiene del proceso: aerobios mesdfilos
totales (AMT), enterobacterias (EB), coliformes totales (CT), Escherichia coli
(EC) y estafilococos coagulasa positivos (ECP), segun el tipo de alimento,
tratamiento térmico recibido, modalidad de gestion y estacion del aio.

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Diseno

Se realiz6 un estudio observacional transversal sobre los platos servidos en los
comedores de los CEI del Ministerio de Defensa, durante el afio 2017 (de enero
a julio del curso 2016-2017, y de septiembre a diciembre del curso 2017-2018).

3.1.2 Poblacion a estudio

El estudio se ha centrado en los platos de los menus servidos en los CEI del
Ministerio de Defensa:

* Menu de iniciacién a base de purés: puré de legumbres o puré de ver-
duras con ternera, pollo y pescado blanco. Este menu estaba destinado
a nifos de entre 6 meses y 1 afio de edad.

* Menu completo formado por un primer plato, un segundo plato y un pos-
tre: el primer plato estaba constituido principalmente por legumbres, ver-
duras, cremas de hortalizas o sopas; el segundo plato tenia como base
carne o pescado con guarnicion de patatas o ensalada; y el postre con-
sistia en fruta (pera, manzana, naranja o platano) o un lacteo. Este menu
estaba destinado a nifios de entre 1 afio y 3 afios de edad.

Las muestras se tomaron en 17 CEIl, 12 con cocina propia para la elaboracion
de comidas (GD) y 5 con servicio de catering (GC).

3.1.3 Muestreo

Durante el ano 2017, se realizé una campafa de control oficial de los menus
servidos en los comedores de los CEl del Ministerio de Defensa, realizandose
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el muestreo segun criterio de la autoridad sanitaria competente (IGESANDEF).
Asi, el veterinario inspector asignado a cada CEI, cumpliendo el cronograma
de la campafia de control oficial, realizé un muestreo no probabilistico conse-
cutivo durante 5 dias tanto del menu de iniciacién como del menu completo.

En consecuencia, en el disefio de este estudio, no se pudo calcular estadisti-
camente el tamano muestral necesario. Al final de la campana, el numero total
de muestras recibidas y analizadas fue de 318. En la Tabla 27 se recogen las
caracteristicas de las muestras analizadas que se recibieron durante la cam-
pafia de control oficial.

Tabla 27. Numero de muestras (n) analizadas segun el tipo de plato, tratamiento térmico,
modelo de gestion y estacion del afo.

Invierno Primavera Verano Otofo
(n=74) (n=73) (n=114) (n=57)
A B A B A B A B | ol
GD |GC |GD|GC |GD|GC |GD |GC |GD |GC [GD |GC |GD |GC |GD | GC
1° |15 5 - -7 10 3 - |17 10 3 - |14 - 1 - 85
2° |14 5 - -|/8 65 2 5|16 8 3 2|10 - 3 - 81
3.° - - 15 - - - 5 8| - - 20 6 | - - 15 - 69
4° |15 5 - |10 10 - - |19 10 - - |14 - - - 83
Total | 44 15 15 - 26 26 10 13 52 28 26 8 38 - 19 - | 318

1.°: Primer plato. 2.°: Segundo plato. 3.°: Postre. 4.°: Puré menu iniciacion. A: Comidas pre-
paradas con tratamiento térmico. B: Comidas preparadas sin tratamiento térmico o con trata-
miento térmico, pero con algun ingrediente no sometido a tratamiento térmico. GD: Gestidn
directa. GC: Gestion contratada.

-: No se analizaron muestras con esas variables.

Las muestras se tomaron de tal manera que se evitd la contaminacion cruza-
da y se introdujeron en un recipiente estéril, que se precintd, etiquetd y envio,
a temperatura de refrigeracion o congelacion (se descongelaron en refrigera-
cion), para su analisis al Laboratorio de Seguridad Alimentaria y Salud Publica
del CEMILVETDEF.

3.1.4 Criterios de inclusion

Se aceptaron las muestras de los menus iniciales y completos que se recibie-
ron perfectamente empaquetadas e identificadas.

3.1.5 Criterios de exclusion

Se rechazaron las muestras de los menus iniciales y completos perfectamente
empaquetadas e identificadas, pero que en el momento de la recepcion hubie-
ran perdido la cadena de frio.

3.1.5 Variables de estudio

Las variables de estudio fueron las que se describen a continuacion:
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3.1.5.1 Variables cualitativas
+ Tipo de plato: primer plato, segundo plato, fruta y puré.

» Tratamiento térmico: grupo A (comidas preparadas con tratamiento tér-
mico) y grupo B (comidas preparadas sin tratamiento térmico o con tra-
tamiento térmico, pero con algun ingrediente no sometido a tratamiento
térmico).

* Modelo de gestion: GD (gestion directa con elaboracion de comida en
cocina propia) y GC (gestién contratada donde la comida procede de un
servicio de catering).

» Estacion del afio: invierno, primavera, verano, otofo.
* Muestras positivas/negativas:

o Detectado/No detectado en la investigacion de Salmonella spp., Liste-
ria monocytogenes'y Cronobacter spp.

o Recuentos que superaron/No superaron el limite inferior de cuantifi-
cacion del sistema TEMPO de 1,0 x 102 UFC/g para AMT, y el limite
inferior de cuantificacion del sistema TEMPO de 1,0 x 10" UFC/g para
el resto de microorganismos indicadores de higiene del proceso (EB,
CT, ECy ECP).

* Muestras aceptables/no aceptables:

o Cumplieron/No cumplieron el limite establecido por el criterio de segu-
ridad del Reglamento (CE) n.° 2375/2005 para Salmonella spp., Liste-
ria monocytogenes'y Cronobacter spp.

0 Muestras de los microorganismos indicadores de higiene del proceso
negativas y las positivas que obtuvieron un recuento igual o inferior al
limite microbioldgico de referencia (Tabla 1)/Muestras con recuentos
superiores al limite microbioldgico de referencia (Tabla 1).

3.1.5.2 Variables cuantitativas

* Recuento (log UFC/g) de L. monocytogenes y de microorganismos indi-
cadores de higiene del proceso: AMT, EB, CT, EC y ECP.

3.1.6 Materiales utilizados para el analisis microbiolégico

3.1.6.1 Preparacion de la muestra

3.1.6.1.1 Reactivos

» Agua de peptona tamponada (bioMérieux®): medio listo para su empleo,
cuya composicion se detalla en la Tabla 28.
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Tabla 28. Composicion del agua de peptona tamponada.

Composicion Cantidad
Digesto enzimatico de tejidos animales 1049
Cloruro sédico 59
Fosfato de hidrogeno sédico dodecahidratado (NA2HPO4X12H20) 9g
Fosfato de hidrégeno dipotasico (KH2PO4) 1,59
Agua 1000 mi

3.1.6.1.2 Material

Diluidor gravimétrico IUL Instruments®, con una resolucién de 0,1 g y una
tolerancia de + 0,2 g.

Pipetas de capacidades nominales de 10 y 1 ml graduadas en divisiones
de 0,5y 0,1 mly con una tolerancia de £ 0,2%.

Homogeneizador Stomacher® 400 Circulator.
Bolsas para Stomacher® estériles con filtro.

Pinzas vy tijeras estériles.

3.1.6.2 Recuento de microorganismos indicadores de higiene del proceso

3.1.6.2.1 Reactivos

» Agua ultrapura estéril como diluyente secundario.
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Medios de cultivo TEMPO® AC, TEMPO® EB, TEMPO® TC, TEMPO®
EC y TEMPO® STA: cada frasco contiene una dosis individual de medio
de cultivo deshidratado para reconstituir con 4 ml de agua ultrapura esté-
ril. En la Tabla 29 se indica la composicién en g/l de solucion reconstituida
de cada medio de cultivo.



Tesis Doctoral

Diego Lozano Benito

Tabla 29. Composicion, en g/l, de solucién reconstituida de los medios de cultivo TEMPO®.

Medio de cultivo Composicion gll
Sustancia nutritiva y suplementos de crecimiento 4.5
Sistema de tampon 25,7
TEMPO® AC
Sustratos 0,006
Agente antiespumante 0,4
Peptonas vegetales 10
Azucares 26
Suplementos de crecimiento 0,5
TEMPO® EB C.Ioruro sodico ’ 5
Sistema de tampon 16
Desoxicolato sédico (bovino y ovino) 0,75
Indicador fluorescente 0,05
Agente antiespumante 0,4
Lactosa (bovina) 10
Nutrientes (bovinos y porcinos) 19
Suplementos de crecimiento 0,25
TEMPO® TC Sistema de tampdn 5,16
Desoxicolato sodico (bovino y ovino) 0,75
Indicador fluorescente pH 0,06
Agente antiespumante 0,4
Bio-Soja y sustancias nutritivas 9
Sal sédica MOPS (3-(N-morfolino) propanosulfénico) 20,8
Suplementos de crecimiento 0,25
TEMPO® EC  Acido MOPS 12,6
Desoxicolato sodico (bovino y ovino) 0,7
Sustrato y reguladores enzimaticos 0,19
Agente antiespumante 0,4
Peptonas animales (bovina y porcina) y de verduras 12,5
Azulcares y suplementos de crecimiento 1"
Sistema de tampon 10
TEMPO® STA ,
Agentes selectivos 10,25
Indicador fluorescente pH 0,06
Agente antiespumante 0,4

3.1.6.2.2 Material
» Agitador exceéntrico de tubos.

* Pipetas de capacidades nominales de 10 ml y de 1 ml, graduadas en
divisiones de 0,5 ml y de 0,1 ml respectivamente y con una tolerancia de
+ 2%.

» Dispensador automatico con una tolerancia de * 2%.
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+ Estufas de cultivo MEMMERT® con los siguientes rangos de trabajo: 31
+ 1°C, 35+ 1°C, 37 = 1°C.

* Tarjetas TEMPO® AC, TEMPO® EB, TEMPO® TC, TEMPO® EC y TEM-
PO® STA, listas para su empleo, con su tubo de transferencia.

* Unidad de llenado TEMPO® de bioMérieux® (Figura 14).
* Unidad de lectura TEMPO® de bioMérieux® (Figura 15).
» Software TEMPO® de bioMérieux®.

Figura 14. Unidad de llenado TEMPO® de bioMérieux®

Figura 15. Unidad de lectura TEMPO® de bioMérieux®
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3.1.6.3 Investigaciéon de Salmonella spp. mediante método automatizado

3.1.6.3.1 Reactivos

» Kit VIDAS® Salmonella SLM compuesto por: cartuchos SLM, conos
SPR® SLM, estandar SLM, control positivo SLM y control negativo SLM.

» Caldo Salmonella Xpress 2 (SX2®) de bioMérieux®. Medio listo para su
empleo, cuya composicion se detalla en la Tabla 30.

Tabla 30. Composicion, en g/l, del caldo de cultivo selectivo SX2®.

Composicion gll
Peptona de caseina y de carne (bovina o porcina) 15
Sistema de tampodn 20
Mezcla de sales 20
Extracto de levadura 5
Glucosa 0,5
Agentes selectivos 0,25

3.1.6.3.2 Material

 Pipetas de capacidad nominal de 1 ml, graduadas en divisiones de 0,1 ml
y con una tolerancia de + 2%.

* Equipo mini-VIDAS® (Figura 16).
» Bloque calefactor VIDAS® Heat & Go.

 Estufas de cultivo MEMMERT® con los siguientes rangos de trabajo: 37
+1°Cy 41,5+ 1°C.

» Agitador de tubos tipo vortex.
» Asas de siembra de platino y de picadura.

o

Figura 16. Equipo miniVIDAS® de bioMérieux®
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3.1.6.4 Confirmacién de positivos a Salmonella spp. mediante método
horizontal

3.1.6.4.1 Reactivos
» Agua ultrapura estéril.

» Medio de cultivo Hektoen de OXOID®. Medio deshidratado cuya compo-
sicion final tras ser reconstituido se recoge en la Tabla 31.

Tabla 31. Composicion, en g/l, del medio de cultivo selectivo Hektoen.

Composicion gll
Peptona 12
Extracto de levadura 3
Lactosa 12
Sacarosa 12
Salicilina 2
Sales biliares 9
Cloruro de sodio 5
Tiosulfato sédico 5
Citrato férrico-amaonico 1,5
Fuchina acida 0,1
Azul de bromotimol 0,065
Agar 14

» Medio de cultivo Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) OXOID®. Medio deshidra-
tado cuya composicion final tras ser reconstituido se recoge en la Tabla 32.

Tabla 32. Composicion, en g/l, del medio de cultivo selectivo XLD.

Composicion g/l
Amonio hierro (lll) citrato 0,8
Extracto de levadura 3
Lactosa 7,5
L-lisina 5
Rojo fenol 0,08
Sacarosa 7,5
Cloruro de sodio 5
Desoxicolato de sodio 1
Tiosulfato de sodio 6,8
D (+)-Xilosa 3,5
Agar 13,5

Se siguieron las instrucciones del fabricante para su reconstitucion, midiendo
y ajustando, si fuese necesario, el pH a 7,4 + 0,2. Se dispensaron 15 ml de
medio por placa de Petri.

» Agar nutritivo OXOID®. Medio deshidratado cuya composicion final tras
ser reconstituido se recoge en la Tabla 33.
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Tabla 33. Composicion, en g/l, del medio de cultivo agar nutritivo.

Composicion gll
Peptona 5
Lab lemco poder 1
Cloruro de sodio 5
Extracto de levadura 2
Agar 15

Se siguieron las instrucciones del fabricante para su reconstitucion, midiendo
y ajustando el pH a 6,8 + 0,1, cuando fue necesario. Se dispensaron en con-
diciones estériles 10 ml de medio por tubo.

Se dejo reposar el tubo inclinado 30° con la horizontal hasta que se solidificd el medio.

» Agar urea OXOID®. Medio deshidratado cuya composicion final tras ser
reconstituido se recoge en la Tabla 34.

Tabla 34. Composicion, en g/l, del medio de cultivo agar urea.

Composicion g/l
Peptona 1
Glucosa 1
Cloruro de sodio 5
Dihidrégeno-ortofosfato de potasio 0,8
Fosfato disddico 1,2
Rojo fenol 0,012
Agar 15

Se dejo reposar el tubo inclinado 30° con la horizontal hasta que se solidifico el medio.

» Agar Triple Sugar Iron (TSI) OXOID®. Medio deshidratado cuya composi
cion final tras ser reconstituido se recoge en la Tabla 35.

Tabla 35. Composicion, en g/l, del medio de cultivo agar TSI.

Composicion gll
Extracto de carne 3
Extracto de levadura 3
Peptona 20
Lactosa 10
Cloruro sédico 5
Dextrosa 1
Sacarosa 10
Citrato férrico 0,3
Hiposulfito sédico 0,3
Rojo fenol 0,05
Agar-agar 12
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Se dejo reposar el tubo inclinado 30° con la horizontal hasta que se solidific
el medio.

* Tiras Api®-20E de bioMérieux®.

3.1.6.4.2 Material
« Campana de flujo laminar NUAIRE®, de seguridad bioldgica nivel Il.
» Asas de siembra de platino y de picadura.

 Estufas de cultivo MEMMERT® ajustadas a 37 £ 1°C y 41,5°C.
3.1.6.5 Recuento en placa de Listeria monocytogenes

3.1.6.5.1 Reactivos

» Agua de peptona tamponada (bioMérieux®): medio listo para su empleo,
cuya composicion se ha detallado en la Tabla 28.

* Medio de cultivo ALOA de bioMérieux®. Es un medio suministrado en
placas de Petri listo para su empleo, cuya composicion se recoge en la
Tabla 36.

Tabla 36. Composicion, en g/l, del medio de cultivo listo para su uso ALOA.

Composicion gll
Digesto enzimatico de tejido animal 18
Digesto enzimatico de caseina 6
Extracto de levadura 10
Piruvato sodico 2
Glucosa 2
Glicerofosfato de magnesio 1
Sulfato de magnesio 0,5
Cloruro sédico 5
Cloruro de litio 10
Fosfato disddico de hidrégeno anhidro 2,5
X-glucésido 0,05
Acido nalidixico 0,02
Ceftazidima 0,02
Polimixina B 76700 U
Anfotericina B 0,01
Fosfatidilinositol 2
Agar 13,5
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3.1.6.5.2 Material
» Asas de siembra de platino y de picadura.

* Pipetas de capacidad nominal de 1 ml, graduadas en divisiones de 0,1 mi
y con una tolerancia de £ 2%.

+ Estufa de cultivo MEMMERT® ajustada a 37 + 1°C.

Agitador excéntrico de tubos tipos vortex.

* Equipo miniVIDAS® de bioMérieux®.
3.1.6.6 Investigacion de Cronobacter spp. mediante método horizontal

3.1.6.6.1 Reactivos
» Agua ultrapura estéril.

» Agua de peptona tamponada (bioMérieux®): medio listo para su empleo,
cuya composicion se ha detallado en la Tabla 28.

» Caldo Cronobacter Selective Broth (CSB) de OXOID®. Medio deshidrata-
do cuya composicion final tras ser reconstituido se recoge en la Tabla 37.

Tabla 37. Composicion, en g/l, del caldo de cultivo selectivo CSB.

Composicion gll
Digesto enzimatico de tejidos animales 10
Extracto de carne 3
Cloruro de sodio 5
Purpura de bromocresol 0,04
Sacarosa 10

* Medio de cultivo Agar Chromogenic Cronobacter Isolation (CCIl) de
OXOID®. Medio deshidratado cuya composicion final tras ser reconstitui-
do se recoge en la Tabla 38.

Tabla 38. Composicion, en g/l, del medio de cultivo cromogénico CCI.

Composicion gll
Digerido triptico de caseina 7
Extracto de levadura 3
Cloruro sédico 5
5-bromo-4-cloro-3-indol-a-D-glucopiranosida 0,15
Desoxicolato sodico 0,25
Citrato de amonio férrico 1
Tiosulfato sédico 1
Agar 9
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3.1.6.6.2 Material
+ Campana de flujo laminar NUAIRE®, de seguridad biologica nivel .

* Pipetas de capacidad nominal de 1 ml, graduadas en divisiones de 0,1 m|
y con una tolerancia de £ 2%.

» Asas de siembra de platino y de picadura.

Agitador de tubos tipo vortex.

Estufas de cultivo MEMMERT® ajustadas a 37 + 1°C y 41,5 £ 1°C.

3.1.6.7 Confirmacion de Cronobacter spp. mediante PCR en tiempo real

3.1.6.7.1 Reactivos
* Agua libre de ARN-asa.
» SureTect™ Cronobacter species PCR Assay (Thermo Scientific ™).
* Tampon de lisis.

* Proteinasa K.

Sure Tect Cronobacter PCR tubes.

Control positivo externo (cepa C. sakazakii NCTC 11467 de Sigma-Al-
drich®).

3.1.6.7.2 Material

+ Campana de flujo laminar NUAIRE® de seguridad bioldgica nivel .

+ Agitador excéntrico de tubos tipo vortex.

» Termobloque con capacidad de alcanzar 97 + 2°C.

» Termobloque con capacidad de alcanzar 37 + 2°C.

 Pipetas automaticas con capacidades de 1-10 pul, 10-100 pl'y 100-1000 pl.
Sistema PCR: Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR System.

3.1.7 Metodologias de analisis

El Laboratorio de Seguridad Alimentaria y Salud Publica del CEMILVETDEF
esta certificado por la Norma ISO 17025:2017 y todas las técnicas empleadas
en este trabajo, a excepcion de la investigacién de Cronobacter spp., estan
acreditadas por la Entidad Nacional del Acreditacion (ENAC), lo que asegura
la fiabilidad de los resultados.

En la Tabla 39 se recogen los métodos analiticos utilizados para cada mi-
croorganismo analizado. Tanto la investigacién de Salmonella spp. y de Cro-
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nobacter spp. como la deteccion y recuento en placa de L. monocytogenes
se han basado en Normas ISO, pero con fases automatizadas (VIDAS®) y
PCR en tiempo real, lo que reduce su laboriosidad y tiempo de obtencién de
resultados. Igualmente, para el recuento de los microorganismos indicadores
de higiene del proceso se ha utilizado un método alternativo, automatizandolo
mediante el equipo TEMPO® basado en la técnica del NMP.

Tabla 39. Métodos analiticos utilizados para cada parametro.

Método analitico Parametro analizado
ISO 6579:2017 y VIDAS® SLM Investigacion de Salmonella spp.
ISO 11290:2017 y VIDAS® LMO2 Recuento de L. monocytogenes
ISO 22964: 2017 y PCR tiempo real Investigacion de Cronobacter spp.
TEMPO® AC Recuento de aerobios mesofilos totales
TEMPO® EB Recuento de enterobacterias
TEMPO® TC Recuento de coliformes totales
TEMPO® EC Recuento de E. coli
TEMPO® STA Recuento de estafilococos coagulasa positivos

3.1.7.1 Preparacion de la muestra

* En el diluidor gravimétrico se pesaron 25 g representativos de la muestra
en una bolsa de plastico estéril, con una precision del £ 5%.

+ Se anadié una cantidad de agua de peptona tamponada igual a 9 veces
la masa de la muestra.

» Se homogeneiz6 durante un tiempo no inferior a 30 segundos ni superior
a 2,5 minutos.

3.1.7.2 Método automatizado para investigacion de Salmonella spp.

Se empleo el sistema automatizado VIDAS®, certificado por NF VALIDATION
segun la Norma I1SO 16140.

Tras preparar la dilucién inicial como se ha descrito en el apartado correspon-
diente, se procedio al preenriquecimiento de la muestra.

e Se incubod la muestra diluida durante 22 + 4 h a 37 + 1°C.

» Tras la incubacion, se transfirieron 0,1 ml de la suspensién a 10 ml de
caldo SX2® para enriquecer la muestra.

* Se incubd durante 24 + 2 horas a 41,5 + 1°C.

» Se homogeneiz6 en un agitador tipo vortex el caldo SX2® durante 10 se-
gundos y se transfirieron 0,5 ml del caldo SX2® al pocillo para la muestra
del cartucho VIDAS®.
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» Se utilizé un cartucho VIDAS® SLM con pocillos que contienen los reac-
tivos y un cono SPR® SLM tapizado con anticuerpos por cada muestra,
control o estandar a analizar.

» Se calent6 el cartucho durante 15 + 1 minutos segun las instrucciones del
VIDAS® Heat & Go, y se dejo enfriar durante 10 minutos.

» Se selecciond el test SLM en el equipo VIDAS®, se identificaron las
muestras, se introdujeron los cartuchos a analizar y los correspondientes
conos y se inici6 el ensayo.

Aunque ninguna muestra resulté positiva, la confirmacion se habria realizado
mediante microbiologia convencional (método horizontal para la determina-
cion de Salmonella spp.) tal y como se describe en el siguiente apartado.

3.1.7.3 Método horizontal de confirmacidon de positivos a Salmonella spp.

Es el método de referencia descrito en la Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017:
Microbiologia de los alimentos para consumo humano y alimentacion animal.
Método horizontal para la deteccién de Salmonella spp.:

» Por cada tubo positivo de caldo SX2®, sembrar por agotamiento con un
asa de platino la superficie de dos placas de agar XLD y de agar Hektoen.

* Incubar las placas durante 24 + 3 h a 37 + 1°C.

« Examinar las placas después de una incubacion de 24 + 3 h, con el fin de
buscar la presencia de colonias tipicas de Salmonella spp., que respon-
den a las siguientes caracteristicas:

o En Agar XLD: tienen un centro negro y una zona ligeramente transpa-
rente de color rojizo debido al cambio de color del indicador.

o En Agar Hektoen: aparecen de color azul o azul-verdoso con o sin cen-
tros negros. Algunas salmonelas pueden dar amplios centros negros e
incluso aparecer como colonias completamente negras.

» Para realizar la confirmacién bioquimica, sembrar e inocular con el asa
de picadura, al menos 5 colonias sospechosas. Si existen menos de 5 se
toman las colonias que haya. Sin flamear entre cada medio, se siembran
en este orden:

o Agar urea: en la superficie.
o Agar TSI: en profundidad y en superficie.
o Agar nutritivo: en estria apretada.
* Incubar los tubos a 37 + 1°C durante 24 £ 3 horas.

+ Se toman del agar nutritivo, con una asa bien cargada, solo colonias que
hayan dado el resultado correcto en las pruebas bioquimicas (ureasa
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negativas en el agar urea, y formacion de gas, produccion de SH, y fer-
mentacion de la glucosa y no de lactosa en el agar TSI) y se inoculan en
un tubo que contiene 5 ml de agua destilada estéril.

* Homogeneizar y comprobar que aparece turbidez patente en el agua e
inocular en la tira API® 20E con una pipeta estéril.

* Preparar e interpretar la tira API® 20E segun las instrucciones del fabri-
cante.

3.1.7.4 Método horizontal de recuento en placa de Listeria monocytogenes

Se realiz6 el procedimiento conforme a la Norma UNE-EN ISO 11290-2:2017:
Microbiologia de los alimentos para consumo humano y para animales. Méto-
do horizontal para la deteccion y el recuento de L. monocytogenes.

La dilucién inicial, tal como se ha descrito en el apartado correspondiente, se
deja reposar durante 1 h £ 5 minutos a 20 + 2°C en la estufa.

» Se sembrd 1 ml repartido en 3 placas de ALOA por extensiéon en la su-
perficie.

» Se dejaron las placas durante 15 minutos a temperatura ambiente para
permitir la absorcién del inéculo.

» Se incubaron a 37 £ 1°C. El recuento final se obtuvo alas 48 h + 2 h. No
obstante, se realiz6 una lectura preliminar a las 24 h £ 2 h para detectar
mas rapidamente las posibles muestras muy contaminadas.

Aunque no hubo muestras positivas, para la confirmacion se habria utilizado
el sistema automatizado VIDAS®, certificado por NF VALIDATION segun la
Norma 16140, tal y como se describe a continuacion:

» Para confirmar que las colonias tipicas azul-verdosas con halo opales-
cente pertenecen a L. monocytogenes y no a L. ivanovii, preparar una
suspension en 2 ml de solucién salina de peptona con una colonia tipica
(aislada o no).

» Transferir 0,5 ml de esta suspension en el pocillo para la muestra del
cartucho VIDAS LMO2 y realizar el test VIDAS®. Un resultado positivo
confirma la presencia de L. monocytogenes.

3.1.7.5 Investigacion de Cronobacter spp.

El estudio de la calidad microbiologica de los menus servidos en los CEIl del
Ministerio de Defensa supuso realizar, por primera vez en el Servicio de Segu-
ridad Alimentaria, la investigacién de Cronobacter spp. Para el desarrollo del
método analitico se eligié como referencia la metodologia descrita en la Nor-
ma UNE-EN ISO 22964:2017: Microbiologia de la cadena alimentaria. Método
horizontal para la deteccion de Cronobacter spp. Las fases de preenriqueci-
miento, enriquecimiento y aislamiento se ajustaron a lo recogido en la norma
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estandarizada. Para la fase de confirmacion de la colonia tipica aislada, la
norma permite el uso de otros procedimientos alternativos contemplados en la
Norma UNE-EN ISO 7218:2008/A1:2013. Entre ellos se encuentran las gale-
rias miniaturizadas para la identificacidon bioquimica y las técnicas ADN. Esta
ultima alternativa fue la elegida, a través de la técnica de PCR en tiempo real,
en la que se uso el Thermo Scientific™ SureTect™ Cronobacter spp. PCR As-
say, certificado por NF VALIDATION siguiendo el protocolo de validaciéon de la
Norma ISO 16140.

Tras preparar la dilucion inicial como se ha descrito en el apartado correspon-
diente, se procedio al preenriquecimiento no selectivo de la muestra.
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Se incubd la bolsa entre 34°C y 38°C durante 18 h + 2 h.

Tras la incubacion, se transfirieron 0,1 ml de la suspensién a 10 ml de
caldo CSB para enriquecer la muestra.

Se incubaron durante 24 h+2 h a 41,5 + 1°C.

Se homogeneiz6 en un agitador tipo vortex el caldo CSB durante 10 se-
gundos y se sembré con un asa de platino, por agotamiento, la superficie
de una placa de agar CCI.

Las placas se incubaron durante 24 h + 2 ha 41,5 £ 2°C.

Después de la incubacion, se examinaron las placas cromogénicas,
con el fin de buscar la presencia de colonias tipicas presuntivas de
Cronobacter spp., que respondian a las siguientes caracteristicas: ta-
mafo pequefio a medio (entre 1 mm a 3 mm) y de color azul a azul
verdoso.

Para realizar la confirmacién mediante PCR en tiempo real, se inocularon
con el asa de picadura al menos 5 colonias tipicas o sospechosas en una
suspension de 1 ml de agua de peptona tamponada. Si existian menos
de 5 se tomaban las colonias que hubiera.

A cada tubo del tampon de lisis se afiadieron 10 pl de proteinasa Ky 10
Ml de la alicuota de la colonia aislada, asegurandose que se alcanzaba la
base del tubo, y se procedio a su mezcla.

Se cerraron los tubos de lisis y se incubaron en el termobloque a 37 £ 2°C
durante 10 minutos. Inmediatamente se transfirieron los tubos al termo-
bloque de 95 £ 2°C y se incubaron durante 5 minutos.

Se atemperaron las muestras a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Se aspiraron 20 ul de la mitad superior del tubo de lisis sin arrastrar las
particulas del inferior y se transfirieron a los tubos del SureTect™ Crono-
bacter spp. PCR para rehidratar el pellet.

Se sellaron los tubos con las tiras Opticas transparentes incluidas en el kit
SureTect™ Cronobacter spp. PCR.
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» Se colocaron los tubos en el termociclador Applied Biosystems™ 7500
Fast Real-Time PCR System y se comenzé el ensayo.

* Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
o Desnaturalizacion inicial de 2 minutos a 95 + 2°C.

0 40 ciclos de 3 segundos de desnaturalizacion a 95 + 2°C y 30 segun-
dos de hibridacién y extension a 60 £ 2°C.

El criterio para determinar si una muestra era positiva o negativa fue el si-
guiente:

 Positiva: la amplificacion de la sonda de Cronobacter spp. supero el um-
bral antes del fin del ciclo 40.

* Negativa: no se produjo amplificacién de la sonda de Cronobacter spp. 'y
la amplificacién de la sonda del Internal Positive Control (IPC) super6 el
umbral antes del ciclo 40.

3.1.7.6 Recuento de microorganismos indicadores de higiene del proceso

Se utilizé el sistema automatizado TEMPO®, certificado por NF VALIDATION
conforme a los estandares de la Norma ISO 16140. El limite superior de re-
cuento del equipo es de 4,9 x 10° UFC/g para AMT y de 4,9 x 10* UFC/g para
el resto de microorganismos.

» Se inicid la sesion en la estacidén de preparacion del sistema TEMPO® y
se identifico la muestra.

» Se preparé una dilucion de la muestra de 1/400 en el caso de AMT y de
1/40 en el resto de microorganismos. Para ello, se regularon los dosifi-
cadores que contienen el diluyente secundario, uno a 3,9 ml para AMT
y el otro a 3,0 ml para el resto de microorganismos. Se cebo la bomba
eliminando los dos primeros volumenes a distribuir.

» Se reconstituyo el medio de cultivo mediante el dosificador distribuyendo
3,9 ml en el caso de TEMPO® AC y 3,0 ml en el resto de medios de cul-
tivo.

» Se aspird de la bolsa con una pipeta estéril 0,1 ml en el caso de TEMPO®
AC y 1 ml para el resto de microorganismos para transferirlo al frasco que
contenia el medio de cultivo reconstituido correspondiente.

» Se selecciond la tarjeta correspondiente para cada frasco de medio ino-
culado. Se asocio el identificador de la muestra a ensayar con los codi-
gos de barras del medio inoculado y la tarjeta correspondiente mediante
el lector de codigo de barras.

» Se coloco el frasco que contenia el medio inoculado en la gradilla de
llenado. Se inserto6 la tarjeta en la ranura frente al frasco, introduciendo
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el tubo de transferencia de la tarjeta dentro del frasco. La gradilla podia
alojar 6 frascos con sus tarjetas y permitia el llenado simultaneo de las 6
tarjetas del sistema TEMPO®.

» Se inserto la gradilla en la unidad de llenado TEMPO® Filler y se comen-
z6 el ciclo de llenado. Al finalizarlo, dicha unidad corto y sell6 los tubos
de transferencia.

» Se retiraron las tarjetas de la gradilla de llenado y se colocaron en las
gradillas de incubacion. Las tarjetas se insertaron en las ranuras, con sus
etiquetas de cara al usuario (hacia el asa de la gradilla). Se agruparon en
la misma gradilla las tarjetas a incubar a la misma temperatura.

» Seincubaron las tarjetas a la temperatura y durante el tiempo establecido
en la Tabla 40 dependiendo del tipo de microorganismo.

Tabla 40. Temperaturas y tiempos de incubacion de los microorganismos indicadores de hi-
giene del proceso.

Microorganismos Temperatura Tiempo
Aerobios mesdfilos totales 30+ 1°C 40-48 h
Enterobacterias 35+ 1°C 22-27 h
Coliformes totales 30 + 1°C 24-27 h
E. coli B-glucoronidasa positivo 37 +£1°C 24-27 h
Estafilococos coagulasa positivos 37 +1°C 24-27 h

3.1.8 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables cuantitativas mediante me-
didas de tendencia central (media) y dispersion (desviacidon estandar), expre-
sadas como x (DE).

Para las variables categoricas se emplearon las frecuencias absolutas y rela-
tivas porcentuales.

Se determind la normalidad de las distribuciones de las variables dependien-
tes cuantitativas con la prueba de Kolgomorov-Smirnov.

La asociacion entre las variables independientes dicotomicas (modelo de
gestion y tratamiento térmico) y la dependiente cuantitativa de distribucién
paramétrica, se determiné con el test t de Student. La homogeneidad de las
varianzas se analizo con el test de Levene.

La asociacion entre las variables independientes politdbmicas (tipo de plato y es-
taciones del ano) y la dependiente cuantitativa se estimé con el test ANOVA. Las
comparaciones multiples post hoc se efectuaron mediante el test Bonferroni.

En todos los casos, como grado de significacion estadistica se empleo un va-
lor de p<0,05 y la precisidén con un intervalo de confianza del 95%.

La aplicacion informatica utilizada fue el programa estadistico IBM®SPSS®
Statistics version 24.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1 Microorganismos patégenos

En ninguna de las muestras analizadas se detectaron los patogenos Salmo-
nella spp. ni L. monocytogenes. No obstante, Cronobacter spp. se aisld y con-
firmd en una muestra, en concreto, en la guarnicion (ensalada de lechuga y
maiz) de un segundo plato de merluza en salsa.

3.2.2 Microorganismos indicadores de higiene del proceso

La Tabla 41 recoge la prevalencia de muestras positivas y aceptables de los
microorganismos indicadores AMT, EB, EC, CT y ECP y los recuentos medios,
minimos y maximos obtenidos en todas las muestras analizadas.

Tabla 41. Prevalencia de muestras positivas y aceptables y recuentos (log UFC/g) de los mi-
croorganismos indicadores (n=318).

Muestras positivas  Recuento Minimo- Muestras aceptables
n (%) X (DE) Maximo n (%)
AMT 124 (38,99) 2,19 (0,84) 1,70-5,69 312 (98,11)
EB 49 (15,41) 0,96 (0,76)  0,70-4,69 308 (96,86)
EC 1(0,31) 0,70 (0,03)  0,70-1,30 317(99,69)
CT 31 (9,75) 0,86 (0,60) 0,70-4,69 310 (97,48)
ECP 14 (4,40) 0,72 (0,170)  0,70-1,32 318 (100,00)

DE: Desviacion estandar. AMT: Aerobios mesofilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E. coli.
CT: Coliformes totales. ECP: Estafilococos coagulasa positivos.

Solo 13 muestras presentaron resultados no aceptables en, al menos, uno
de los parametros estudiados. En la Tabla 42, se presentan estas muestras
desglosadas en funcion del tipo de plato, del tratamiento térmico, del modelo
de gestion y de la estacion del aino.

Tabla 42. Relacién de muestras no aceptables en funcién del tipo de plato, tratamiento térmi-
co, modelo de gestidn y estacién del afio.

A B
GD GC GD GC
Primer plato Arroz con tomate? ) 2 ensaladas )
P Sopa de fideos?® con pasta'?
Pastel de merluza? 1 tortilla’, 1 lomo'y 3
Segundo plato Cinta de lomo con - - merluzas (todos con
tomate® ensalada)’??

Purés Puré de ternera?
Puré de verduras®

A: Comidas preparadas con tratamiento térmico. B: Comidas preparadas sin tratamiento tér-
mico o con tratamiento térmico, pero con algun ingrediente no sometido a tratamiento térmico.
GD: Gestion directa. GC: Gestion contratada.

'primavera, 2verano, °otofio.
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En la Tabla 43 se reflejan las prevalencias de muestras positivas y los recuen-
tos medios, minimos y maximos obtenidos de AMT, EB, EC, CT y ECP segun
el tipo de plato, encontrandose diferencias estadisticamente significativas en
el recuento de EB. Asi, las frutas presentaron 0,38 log UFC/g de EB (IC 95%:
0,06-0,70) mas que los primeros platos (p <0,05) y 0,45 log UFC/g de EB (IC
95%: 0,13-0,77) mas que los purés (p <0,001).

Tabla 43. Prevalencia de muestras positivas y recuentos (log UFC/g) de microorganismos
indicadores de higiene del proceso segun el tipo de plato.

Microorganismos Muestras positivas Recuento Minimo-

n (%) x (DE) Maximo

AMT 26 (30,59) 2,09 (0,80) 1,70-5,69

Primer EB 9 (10,59) 0,83 (0,55) 0,70-4,69
plato EC 1(1,18) 0,71 (0,06) 0.70-1,30
(n=85) CT 5(5,88) 0,79 (0,52) 0,70-4,69
ECP 4 (4,71) 0,72 (0,10) 0,70-1,32

AMT 29 (35,80) 2,26 (1,00) 1,70-5,69

Segundo EB 13 (16,05) 1,07 (1,02) 0,70-4,69
plato EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
(n=281) CT 10 (12,35) 0,98 (0,87) 0,70-4,69
ECP 2 (2,47) 0,71 (0,77) 0,70-1,32

AMT 37 (53,62) 2,27 (0,80) 1,70-5,69

Fruta EB 24 (34,78) 1,21 (0,89)" 0,70-4,69
(n = 69) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
CT 14 (20,29) 0,92 (0,52) 0,70-2,98

ECP 4 (5,80) 0,72 (0,10) 0,70-1,32

AMT 32 (38,55) 2,15 (0,72) 1,70-4,26

Purés EB 3(3,61) 0,76 (0,36) 0,70-3,74
(n = 83) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
CT 2(2,41) 0,75 (0,35) 0,70-3,61

ECP 4 (4,82) 0,72 (0,10) 0,70-1,32

DE: Desviacion estandar. AMT: Aerobios mesofilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E. coli.
CT: Coliformes totales. ECP: Estafilococos coagulasa positivos.

': Diferencias significativas (prueba ANOVA).

En la Tabla 44, se muestran los resultados correspondientes segun el trata-
miento térmico (grupo Ay grupo B), encontrandose en los siguientes recuen-
tos diferencias estadisticamente significativas: los platos no tratados térmica-
mente presentaron 0,49 log UFC/g de AMT (IC 95%: 0,25-0,73) mas que los
tratados térmicamente (p <0,001); 0,62 log UFC/g de EB mas (IC 95%: 0,38-
0,86) (p <0,001); y 0,32 log UFC/g de CT (IC 95%: 0,13-0,52) mas (p <0,001).
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Tabla 44. Prevalencia de muestras positivas y recuentos (log UFC/g) de microorganismos
indicadores de higiene del proceso segun el tratamiento térmico.

Microorganismos Muestras positivas Recuento Minimo-

n (%) X (DE) Maximo

AMT 70 (30,84) 2,05 (0,67) 1,70-4,72

A EB 11 (4,85) 0,78 (0,46) 0,70-4,69

(n = 227) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
CT 7 (3,08) 0,76 (0,40) 0,70-3,78

ECP 9 (3,96) 0,72 (0,10) 0,70-1,32

AMT 54 (59,34) 2,54 (1,08)" 1,70-5,69

B EB 38 (41,76) 1,40 (1,11)1 0,70-4,69
(n=91) EC 1(0,44) 0,71 (0,06) 0,70-1,30
CT 24 (26,37) 1,09 (0,89)" 0,70-4,69

ECP 5 (5,49) 0,72 (0,09) 0,70-1,32

DE: Desviacion estandar. A: Comidas preparadas con tratamiento térmico. B: Comidas pre-
paradas sin tratamiento térmico o con tratamiento térmico, pero con algun ingrediente no
sometido a tratamiento térmico. AMT: Aerobios mesdfilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E.
coli. CT: Coliformes totales. ECP: Estafilococos coagulasa positivos.

': Diferencias significativas (prueba t de student).

En la Tabla 45 se comparan los modelos de gestidn, observandose porcenta-
jes de muestras positivas superiores de AMT, EB y CT en las cocinas de GD
que en las de GC, pero no se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en los recuentos.

Tabla 45. Prevalencia de muestras positivas y recuentos (log UFC/g) de microorganismos
indicadores de higiene del proceso segun el modelo de gestion.

Microorganismos Muestras positivas Recuento Minimo-

n (%) x (DE) Maximo

AMT 96 (41,92) 2,24 (0,84) 1,70-5,69

Gestion EB 41 (17,90) 0,98 (0,74) 0,70-4,69
directa EC 1(0,44) 0,70 (0,04) 0,70-1,30
(n = 229) CT 26 (11,35) 0,86 (0,56) 0,70-4,69
ECP 10 (4,37) 0,72 (0,87) 0,70-1,32

AMT 28 (31,46) 2,06 (0,82) 1,70-5,69

Gestion EB 8 (8,99) 0,90 (0,80) 0,70-4,69
contratada EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
(n = 89) CT 5(5,62) 0,86 (0,70) 0,70-4,69
ECP 4 (4,49) 0,72 (0,12) 0,70-1,32

DE: Desviacion estandar. AMT: Aerobios mesdfilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E. coli.
CT: Coliformes totales. ECP: Estafilococos coagulasa positivos.

Por ultimo, en la Tabla 46 se muestran los resultados en funcion de la esta-
cion del afno. Las menores prevalencias de muestras positivas para todos los
parametros analizados tuvieron lugar en invierno, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en los recuentos de esta estacion para AMT,
con 0,63 log UFC/g (IC 95%: 0,25-1,02) menos que en otofio (p <0,001) y
0,43 UFC/g (IC: 95%: 0,11-0,75) menos que en verano (p <0,001). También
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se obtuvieron 0,41 log UFC/g de EB (IC 95%: 0,06-0,76) y 0,32 log UFC/g de
CT (IC 95%: 0,04-0,60) menos que en otofio (p <0,05).

Tabla 46. Prevalencia y recuentos (log UFC/g) de microorganismos indicadores de higiene
del proceso segun la estacion del afo.

Microorganismos Muestras positivas Recuento Minimo-
g n (%) % (DE) Maximo
AMT 16 (21,62) 1,85 (0,40) 1,70-4,32
. EB 4 (5,41) 0,74 (0,18) 0,70-1,65
Invierno
(n=74) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0.70-0,70
CT 1(1,35) 0,71 (0,12) 0,70-1,77
ECP 2 (2,70) 0,71 (0,08) 0,70-1,32
AMT 26 (35,62) 2,16 (0,85) 1,70-5,57
. EB 11 (15,07) 0,94 (0,74) 0,70-4,69
Primavera
(n=73) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
CT 6 (8,22) 0,85 (0,62) 0,70-4,69
ECP 1(1,37) 0,71 (0,07) 0,70-1,32
AMT 51(44,74) 2,28 (0,91)" 1,70-5,69
EB 19 (16,67) 1,01 (0,86) 0,70-4,69
Verano
(n = 114) EC 0 (0,00) 0,70 (0,00) 0,70-0,70
CT 12 (10,53) 0,87 (0,62) 0,70-4,69
ECP 7 (6,14) 0,73 (0,12) 0,70-1,32
AMT 31 (54,39) 2,48 (0,95)! 1,70-5,69
5 EB 15 (26,32) 1,15 (0,97)" 0,70-4,69
Otono
(n = 57) EC 1(1,75) 0,71 (0,08) 0,70-1,30
CT 12 (21,05) 1,04 (0,83)" 0,70-4,69
ECP 4 (7,02) 0,72 (0,07) 0,70-1,00

DE: Desviacion estandar. AMT: Aerobios mesofilos totales. EB: Enterobacterias. EC: E. coli.
CT: Coliformes totales. ECP: Estafilococos coagulasa positivos.

': Diferencias significativas (prueba ANOVA).

3.3 DISCUSION

El control microbioldgico de los platos elaborados y servidos proporciona in-
formacion, ademas de sobre la calidad del producto final, de la calidad de las
materias primas, y de las posibles contaminaciones cruzadas o manipulacio-
nes inadecuadas durante su preparacion y/o servicio.

3.3.1 Microorganismos patégenos

La no deteccion de Salmonella spp. ni de L. monocytogenes demuestran el
cumplimiento de los limites establecidos por los criterios microbiolégicos de
seguridad alimentaria exigidos por la normativa europea (Reglamento (CE) n.°
2073/2005), revelando un adecuado nivel de seguridad microbioldgica de las
muestras analizadas.

148



Tesis Doctoral
Diego Lozano Benito

En otros estudios realizados sobre la calidad microbiolégica de las comidas
servidas en comedores colectivos de alto riesgo (guarderias, colegios, univer-
sidades y hospitales) tampoco se detectaron estos patéogenos (Pérez-Silva
et al., 1998; Campos et al., 2003; Rodriguez et al., 2011; Nagla et al., 2014;
Petruzzelli et al., 2014; Petruzzelli et al., 2018; Soares et al., 2020a). Sin em-
bargo, en un estudio llevado a cabo en guarderias y colegios de Italia, se aislo
Salmonella spp. en el 5% de las muestras de verduras frescas y L. monocyto-
genes en una ensalada de tomate. Los autores sefalaron como posible causa
la ineficacia del procedimiento de limpieza y desinfeccién de verduras (Marza-
no y Balzaretti, 2013). Otros autores han asociado la presencia de patégenos
a un cocinado insuficiente (Jergensen et al., 2017).

En cuanto a Cronobacter spp., en nuestro estudio su presencia se confirmé en
una muestra (0,31%), concretamente en la guarnicion (lechuga y maiz) de un
plato de pescado. La prevalencia de Cronobacter spp. en formulas infantiles
de leche ha disminuido hasta el 1-2% (lversen y Forsythe, 2004: Chap et al.,
2009; EFSAy ECDC, 2019), debido probablemente a las buenas practicas de
fabricacion e higiene. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo por Vojkovska
et al. (2016) en la Republica Checa, se obtuvieron 38 muestras de verduras y
vegetales (9,6%) positivas a Cronobacter spp. Asimismo, Ueda (2017) detec-
té Cronobacter spp. en 7 (12%) hortalizas de campo (espinacas, zanahoria,
nabo, tomates cherry y quingombd), en 7 (13%) verduras de cultivos hidropo-
nicos (hojas de zanahoria, brotes de soja y alfalfa) y en 4 (44%) mezclas de
hortalizas ralladas LPC. Otro estudio en verduras y otras hortalizas frescas
de mercados de China mostré las siguientes prevalencias: lechuga, 29,89%
(26/87); cilantro, 52,81% (47/89); tomate, 12,50% (13/104); y pepino, 29,27%
(36/123). Por el contrario, Aksu et al. (2019) no aislaron Cronobacter spp. en
ninguna de las 52 muestras analizadas de frutas y vegetales.

Retomando nuestro positivo en la ensalada de lechuga y maiz, de las 81
muestras de segundos platos, solo 14 tenian ensalada como guarnicion (y
solo 3 tenian maiz), lo que significa una prevalencia de Cronobacter spp. del
7,12% en hortalizas frescas. Brandao et al. (2017), aislaron Cronobacter spp.
en el 66,7% de las harinas analizadas. Entre las harinas estudiadas habia 11
harinas de maiz de las que 9 resultaron contaminadas, demostrando que este
cereal puede ser reservorio de Cronobacter spp.

No hay que olvidar la posibilidad de contaminacién cruzada debido a la per-
sistencia de Cronobacter spp. en superficies, cuando se comparte la misma
zona de preparacion para las formulas infantiles y el resto de ingredientes de
los menus de iniciacion y menus completos. Asi lo demostraron Magi et al.
(2016), que aislaron Cronobacter spp. en 2 muestras ambientales (3%) toma-
das a partir de utensilios y superficies en la cocina de una unidad de cuidados
intensivos neonatales donde se preparaban las formulas infantiles.

Nuestro estudio, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, ofrece los pri-
meros resultados a nivel nacional de Cronobacter spp. en otros alimentos
diferentes a las formulas infantiles deshidratadas, siguiendo las lineas de in-
vestigacion de otros estudios internacionales.
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Por ultimo, el método elegido para la deteccién de Cronobacter spp. nos parece
adecuado y mas tras haber participado en cuatro ejercicios de intercomparacion
(3 organizados por el Gabinete de Servicios para la Calidad y otro por FAPAS)
con resultados satisfactorios, por o que consideramos el método puesto a pun-
to y constituye una motivacion para realizar la validacion del mismo.

3.3.2 Microorganismos indicadores de higiene del proceso

La legislacién europea citada no fija unos limites de aceptaciéon para los mi-
croorganismos indicadores de higiene del proceso en comidas preparadas,
por lo que se hace necesario recurrir a otras referencias como los limites es-
tablecidos por normas legales o los reconocidos por la comunidad cientifica
para valorar estos parametros.

Grupos de investigadores, como Pérez-Silva et al. (1998) y Campos et al.
(2003), tomaron como referencia los limites establecidos por el Real Decre-
to 3484/2000 actualmente derogados. En nuestra investigacion nos hemos
basado en los limites de aceptacion microbioldgica fijados para restauracion
colectiva en un estudio colaborativo realizado en Italia (Tonucci et al., 2005)
que se muestran en la Tabla 1. Esta decision se basé en que fue un estudio
coetaneo del “paquete de higiene” y de los criterios microbiologicos en los
productos alimenticos en la UE y a la similitud de los platos elaborados con los
de nuestro estudio. De manera general, el 95,91% de las muestras analizadas
han sido aceptables, lo que demuestra la eficacia de las practicas de higiene
aplicadas. Nuestros resultados son mejores que los obtenidos recientemen-
te en un estudio sobre las comidas servidas en comedores universitarios de
Portugal. En dicho estudio, de las 196 muestras analizadas, solo un 58,33%
de los resultados fueron satisfactorios, un 30,77% aceptables y un 10,90% no
satisfactorias (Soares et al., 2020a).

3.3.2.1 Recuento de microorganismos indicadores de higiene del proce-
so en funcién del tipo de plato y del tratamiento térmico

3.3.2.1.1 Microorganismos aerobios mesdfilos totales

Del total de las muestras positivas a AMT, solo 7 platos (2,20%) fueron no
aceptables al superar el limite de referencia. De ellos, 3 fueron primeros pla-
tos: 1 arroz con tomate (4,08 log UFC/g) y 2 ensaladas de pasta (4,08 log
UFC/g y >5,69 log UFC/g, respectivamente); 2 segundos platos: 1 merluza
en salsa con ensalada de lechuga y maiz, que supero el umbral superior de
deteccion del sistema TEMPO® (>5,69 log UFC/g), y 1 tortilla con guarnicion
(ensalada de lechuga con maiz), que presentd un recuento de 5,57 log UFC/g;
y 2 purés: 1 de ternera (4,26 log UFC/g) y 1 de verduras (4,23 log UFC/qg).

Campos et al. (2003) también observaron un porcentaje muy bajo de pri-
meros platos que superaron los limites de AMT, lo que puso de manifiesto
que el tratamiento térmico y su conservacion fueron adecuados. En nuestro
estudio, solo un primer plato con tratamiento térmico y dos purés de inicia-
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cién sobrepasaron los limites de referencia para AMT, pero se deberian
tomar medidas para disminuir la prevalencia de muestras positivas obser-
vada, especialmente en los purés (38,55%) servidos a los nifios de mas
corta edad.

Es frecuente que las hortalizas y frutas frescas contengan niveles altos de
AMT en origen, por lo que las guias de calidad microbiolégica no establecen
limites de referencia para estos microorganismos (Gilbert et al., 2000; Tonucci
et al., 2005; HPA, 2009). Los resultados de nuestro estudio confirman este he-
cho, determinando una mayor prevalencia de AMT en las frutas (53,62%), con
un recuento medio de 2,27 log UFC/g. Sin embargo, solo una de las muestras
de fruta super6 el limite superior de cuantificacion de AMT del equipo equipo
TEMPO® (4,9 x 10° UFC/qg).

En un estudio realizado en Italia (Petruzzelli et al., 2018) durante el periodo de
2011 a 2015 se analizaron los menus de una produccion diferida servidos en
guarderias y colegios. El numero de muestras analizadas en esos cinco afos
en las guarderias fue de 452 y los recuentos estuvieron comprendidos entre
10"y 10° UFC/g, sin superar ninguno de los platos los limites de referencia de
Tonucci et al. (2005) para AMT. En otro estudio italiano en guarderias (Marza-
no y Balzaretti, 2013), un 13,3% de las muestras superaron los citados limites
de referencia para AMT.

Si analizamos la presencia de AMT en las muestras segun el tratamiento reci-
bido, en mas de la mitad de las muestras del grupo B (comidas preparadas sin
tratamiento térmico o con tratamiento térmico, pero con algun ingrediente no
sometido a tratamiento térmico) se han contabilizado AMT y mostrado diferen-
cias estadisticamente significativas frente a los platos tratados térmicamente
(grupo A). Las muestras positivas halladas en las frutas, en los primeros platos
con ingredientes vegetales crudos y en aquellos segundos platos que incorpo-
ran ensalada de guarnicion (grupo B), se pueden deber a que el tratamiento
de higienizacion fue inapropiado para reducir la carga microbiana en origen.
En cuanto a la prevalencia del 30% de AMT en los platos del grupo A podria
ser indicativa de una contaminacién cruzada posterior a la elaboracion o un
tratamiento térmico insuficiente.

En un estudio llevado a cabo en 6 cocinas de colegios de secundaria de Bu-
dapest, abastecidas por un servicio de catering, se evalud si la concentracion
de AMT en platos calientes precocinados estaba relacionada con las condi-
ciones higiénicas de la cocina. Los resultados mostraron que los niveles de
contaminacién no estaban influenciados por el tipo de plato o proveedor, pero
si por el nivel de higiene de las instalaciones estudiado previamente (To6th et
al., 2018). Estos resultados confirman el riesgo de la contaminacién cruzada
post-elaboracion en platos tratados térmicamente y la necesidad de una co-
rrecta manipulacion y control tras su preparacion. Estos autores sugirieron
realizar una vigilancia regular con ayuda del desarrollo de un sistema de cali-
ficacion basado en las condiciones higiénicas de la cocina y la carga de AMT
de los platos cocinados.
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En un estudio recientemente publicado, Soares et al. (2020a) obtuvieron unos
resultados similares a los nuestros, tanto en platos frios (pasteles: 1,23 log
UFC/g, ensaladas: 3,35 log UFC/g, sandwiches 2,50 log UFC/g), como en pla-
tos calientes (arroz: 1,55 log UFC/g, pollo: 1,55 log UFC/g, pescado: 1,63 log
UFC/g, carne: 1,11 log UFC/g, pasta: 3,01 log UFC/g, sopas: 1,23 log UFC).
De acuerdo con los criterios de aceptacion de los resultados de Gilbert et al.
(2000), un 89% de las muestras fueron satisfactorias, un 9% aceptables y un
2% no satisfactorias.

3.3.2.1.2 Recuento de enterobacterias

Con relacién a las EB, 10 muestras (3,14%) resultaron no aceptables. De los 9
primeros platos analizados en los que se dieron recuento de EB, 2 superaron
el limite microbioldgico fijado por Tonucci et al. (2005). Se traté de una sopa
de fideos (3,41 log UFC/g) y una ensalada de pasta (>4,69 log UFC/g). De los
segundos platos, superaron el limite de referencia 7 de las 13 muestras po-
sitivas, debido principalmente a que 5 de esos segundos platos presentaban
como guarnicion ensalada. En tres purés se obtuvo recuento de EB, de los
cuales un puré de ternera supero el limite de referencia de 2,7 log UFC/g.

Las frutas volvieron a ser el grupo con mayor numero de muestras positivas
(34,78%) y con el recuento medio mas alto (1,21 log UFC/g). Para este tipo de
alimento no hay establecidos limites de referencia, pero solo una muestra superé
el limite superior de cuantifiacion de EB del equipo TEMPO® (4,9 x 10* UFC/g).

Aunque Tonucci et al. (2005) si establecen unos limites microbiolégicos de
referencia de EB en hortalizas, otras guias no lo hacen ni tampoco en otros
alimentos que contengan estas materias primas como ingredientes. Los auto-
res de estas guias consideran que estos alimentos pueden contener niveles
altos de EB como parte de su biota habitual (Gilbert et al., 2000; HPA, 2009).
Esta podria ser una de las razones por las que se han obtenido recuentos
significativamente mas elevados en las frutas para este parametro, asi como
en los platos del grupo B (frutas, primeros platos y segundos platos positivos
contenian como ingredientes productos frescos).

Por otro lado, es destacable la obtencidn de resultados no aceptables en pla-
tos sometidos a un tratamiento térmico. Cuatro platos del grupo A sobrepasa-
ron los limites de referencia de EB: un primer plato (sopa de fideos, con un
recuento de 3,41 log UFC/g); dos segundos platos (cinta de lomo con tomate,
con un recuento >4,69 log UFC/g, y pastel de merluza, con un recuento de
4,23 log UFC/g); y un puré de ternera (con 3,74 log UFC/g).

En el trabajo de Soares et al. (2020a), se obtuvieron recuentos de EB en platos
frios (pasteles, 0,52 log UFC/g; ensaladas; 2,05 log UFC/g; y sandwiches, 1,06
log UFC/g) y en platos calientes (arroz, 0,41 log UFC/g; pollo, 0,68 log UFC/g;
pescado, 1,26 log UFC/g; carne, 0,35 log UFC/g; pasta, 1,18 log UFC/g; y so-
pas, 0,18 log UFC/g). De las 13 muestras no satisfactorias (6,67%), 7 corres-
pondian a ensaladas, en consonancia con lo hallado en nuestra investigacion.
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3.3.2.1.3 Recuento de coliformes totales

Respecto a los CT, el estudio de Tonucci et al. (2005) no establece un valor
limite de referencia. Las otras dos guias citadas para la evaluacién de la cali-
dad microbiolégica en alimentos LPC tampoco establecen limites microbiolo-
gicos para CT, al considerar mas adecuado el uso de EB como indicador. El
principal problema del recuento de CT es que solo se detectan los coliformes
fermentadores de lactosa, mientras que las EB estan mejor definidas taxoné-
micamente y los métodos de recuento se basan en propiedades comunes,
incluso detectan microorganismos no fermentadores de lactosa como Salmo-
nella spp. (Gilbert et al., 2000; HPA, 2009).

Por ello, para comparar nuestros resultados con un valor de referencia nos
hemos basado en el umbral maximo seleccionado por Rodriguez et al. (2011)
en su estudio de comidas refrigeradas LPC (jamdn cocido y ensaladas a base
de lechuga) en hospitales del sur de Espafia, y en el estudio de Nagla et al.
(2014) sobre la calidad bacteriolégica de los alimentos servidos en colegios
brasilefios. Estos autores catalogan como insatisfactorios niveles de CT por
encima de 3 log UFC/g.

Asi, teniendo en cuenta este limite de referencia, 2 primeros platos, 5 segun-
dos platos y un puré de nuestro estudio mostraron resultados no aceptables
de CT (2,52%). Es destacable que, de los 5 segundos platos con ensalada
de guarnicion que superaron el limite para EB, 3 de ellos superaron también
el valor de referencia para CT, incluso dos de ellos lo hicieron con resultados
superiores al limite superior de cuantificaciéon del equipo TEMPO® (4,9 x 10*
UFC/g). Este hecho también se repitio en el primer plato con ingredientes
sin tratamiento térmico (ensalada de pasta), que superd el limite superior de
cuantificacion del equipo TEMPO® tanto para EB como para CT. Rodriguez et
al. (2011) sefalaron en su estudio que los CT pueden alcanzar recuentos altos
en los productos vegetales. La prevalencia de este grupo de microorganismos
en las frutas (20,29%) fue menor que la hallada para AMT y EB, con recuentos
siempre por debajo de 3 log UFC/g.

De la misma manera que hemos descrito para los AMT y EB, los recuentos de
CT en los alimentos del grupo B respecto a los del grupo A también han pre-
sentado diferencias significativas. Es importante destacar que los 4 platos del
grupo A no aceptables por sobrepasar el limite de referencia de EB (sopa de
fideos, cinta de lomo con tomate, pastel de merluza y puré de ternera) también
presentaron niveles de CT superiores al limite de referencia de Rodriguez et
al. (2011): 3,23 log UFC/g, 3,57 log UFC/g, 3,78 log UFC/g y 3,61 log UFC/g,
respectivamente.

Los recuentos positivos y no aceptables en los primeros y segundos platos
de los menus completos y en los purés de los menus de iniciacién del grupo
A, pueden ser indicadores, como ya se ha recogido anteriormente, de practi-
cas incorrectas de manipulacion, higiene deficiente, tratamiento térmico insu-
ficiente o contaminacioén cruzada post-elaboracion.
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3.3.2.1.4 Recuento de Escherichia coli

Solo 1 muestra (ensalada de pasta) resulto positiva a EC (0,31%). El recuento
fue bajo, de 20 UFC/g (1,30 log UFC/g), pero super6 el limite establecido en
1,0 log UFC/g para ensaladas de pasta o arroz por Tonucci et al. (2005). Gil-
bert et al. (2000) consideran un resultado satisfactorio un recuento <20 UFC/g,
aceptable entre 20 y <100 UFC/g, e insatisfactorio 2100 UFC/g. La Agencia
de Proteccion para la Salud del Reino Unido establece estos mismos limites
(HPA, 2009). Ademas, esta muestra también sobrepaso los limites superiores
de cuantificacion del sistema TEMPO® para AMT, EB y CT.

Hay que recalcar que el Reglamento (CE) n.° 2073/2005 si establece criterios
de higiene del proceso para este parametro en frutas y hortalizas troceadas
LPC, resultando insatisfactoria toda aquella muestra con un recuento superior
a 3 log UFC/g.

Estos limites, recomendados y legales, responden a la posibilidad de que la pre-
sencia de EC se corresponda a la cepa E. coli O157 u otras cepas STEC, que
pueden causar un cuadro clinico grave en nifios y otras poblaciones de riesgo.

En el estudio de Petruzzelli et al. (2018) mejoraron la calidad de las comidas,
principalmente en hortalizas frescas, al partir de valores de 10* UFC/g de EC
en 2011 y no ser detectado en los dos ultimos afios del estudio (2014 y 2015).
Marzano y Balzaretti (2013) analizaron 395 muestras de alimentos y solo de-
tectaron EC en 3 muestras de preparaciones multi-ingredientes (mezcla de
alimentos cocinados y no cocinados LPC) y en 4 quesos de pasta blanda. Es
decir, obtuvieron una prevalencia del 1,77%, pero sorprendentemente EC no
se cuantifico en ningun producto vegetal fresco LPC. Al contrario que Soares
et al. (2020a), que solo obtuvieron recuentos positivos en ensaladas, aunque
con un nivel muy bajo.

3.3.2.1.5 Recuento de estafilococos coagulasa positivos

En nuestro estudio, se han cuantificado ECP en 14 muestras, todas ellas con
un recuento aceptable por debajo del limite de 1,7 log UFC/g establecido por
Tonucci et al. (2005). Si prestamos atencion a la guia de la Agencia de Protec-
cion de la Salud del Reino Unido (HPA, 2009) clasifica el riesgo asociado a la
concentracion de ECP en tres niveles: bajo (<20 UFC/g), moderado (20-10*
UFC/g) y alto (>10* UFC/g). En nuestro caso, el maximo nivel de contamina-
cion fue de 21 UFC/g, por lo que la contaminacion por ECP no supone una
situacion de riesgo alto.

Nuestros resultados coinciden con la baja prevalencia encontrada en el es-
tudio portugués de Soares et al. (2020a) donde solo una muestra fue no
conforme (0,51%) y con otro estudio llevado a cabo en guarderias italianas,
donde solo se detectdé ECP en dos quesos frescos (0,51%), aunque en este
caso la media del recuento de ambas muestras fue de 3,3 log UFC/g (Mar-
zano y Balzaretti, 2013). De la misma manera, en otro estudio italiano, el
98% y 96% de las muestras analizadas en las guarderias durante los afios
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2011y 2012, respectivamente, fueron conformes para el limite de referencia
de ECP, con unos recuentos comprendidos entre <10 y 102 UFC/g. En los
3 anos siguientes del estudio no se detecté ECP en ninguna muestra (Pe-
truzzelli et al., 2018).

Referente a nuestros resultados, es interesante sefialar que solo cinco platos
del grupo B (4 frutas troceadas y 1 segundo plato con ensalada) presentaron re-
cuento de ECP, por lo que en lineas generales los manipuladores han cumplido
con la higiene y buenas practicas de manipulacion en el troceado de frutas. La
contaminacion de ECP tiene origen humano, ya que S. aureus sobrevive bien
en la piel por lo que se puede vehicular a través de las manos si no hay una
correcta higienizacion de las mismas y también se transmite a los alimentos en
forma de aerosoles al estornudar, toser o hablar (Todd et al., 2009).

Es mas llamativo que los otros nueve recuentos hayan tenido lugar en platos
del grupo A, principalmente en purés para los lactantes y en cremas de los
menus completos. No obstante, como se ha indicado previamente, no son
niveles de contaminacién preocupantes. Asumiendo que estos platos han re-
cibido un tratamiento que asegure la destruccidn de la bacteria y de su toxina,
la presencia de ECP podria deberse a una contaminacion posterior a su ela-
boracién. En este tipo de establecimientos, los manipuladores de alimentos si-
multanean tareas de cuidado de los bebés con la manipulacion de alimentos,
pudiendo el comportamiento infantil favorecer la diseminacién de los microor-
ganismos del tracto respiratorio.

En todo caso, hay que extremar la higiene personal y las buenas practicas de
manipulacion elaborando los platos con la minima antelacién y conservando-
los protegidos a la temperatura adecuada. Un tratamiento térmico insuficiente
0 unas condiciones de conservacion inadecuadas pueden permitir a S. aureus
proliferar hasta un nivel de 10° UFC/g, que es la carga minima para producir
entre 20 ng y 1 pg de enterotoxina estafilocécica. Esta cantidad de toxina es
suficiente para desencadenar el cuadro clinico de intoxicacién por S. aureus
(Salandra et al., 2008).

En el estudio de Trafialek et al., (2019), la higiene y practicas de los manipula-
dores fue uno de los aspectos identificados para mejorar urgentemente. Hay
evidencias de que la formaciéon de manipuladores de alimentos es efectiva,
relacionando los resultados en las mejoras de higiene con la calidad microbio-
l6gica de los productos preparados (Acikel et al., 2008; Garayoa et al., 2014).
Sin embargo, también se ha encontrado que los manipuladores que han reci-
bido una formacion de buenas practicas no siempre lo traducen en una mejora
en su comportamiento y habitos (Roberts et al., 2008), por lo que la formacion
se debe repetir a lo largo del tiempo para evitar la pérdida de los conocimien-
tos adquiridos (Furnari et al., 2002).

Por tanto, no hay que olvidar que los menus van destinados a una poblacion
vulnerable y la formacion continua de los manipuladores de alimentos en bus-
queda de una mejora constante es crucial.

155



Capitulo 1l
Evaluacion de la calidad microbiolégica de los platos que integran los menus infantiles

3.3.2.2 Investigacion de patégenos y recuento de microorganismos in-
dicadores de higiene del proceso en los platos sin tratamiento térmico

Como muestran los resultados discutidos anteriormente, y como era de es-
perar, los platos sin tratamiento térmico resultaron los mas contaminados. El
tipo de plato con mayor numero de muestras positivas fueron las frutas. Los
segundos platos con ensalada de guarnicion presentaron el mayor numero de
resultados no aceptables, respecto a los limites microbiologicos establecidos
por Tonucci et al. (2005). En este grupo de alimentos (grupo B) también hay
que destacar los resultados no aceptables obtenidos en varios primeros platos
(ensalada de pasta, ensalada de arroz y ensalada de garbanzos).

Soares et al. (2020a) han obtenido resultados similares en el estudio de las
comidas servidas en comedores de universidades portuguesas. Los platos frios
(ensaladas y sandwiches) fueron los mas contaminados y observaron diferen-
cias significativas en la calidad microbioldgica respecto a los platos calientes.

3.3.2.2.1 Ensaladas

Las hortalizas que forman parte de las ensaladas LPC son muy apreciadas
por el consumidor debido a los aportes nutricionales. Sin embargo, pueden
presentar una alta contaminacion microbiana que no sera reducida o elimina-
da al no sufrir un tratamiento térmico posterior. Ademas, pueden estar sujetas
a un deficiente procedimiento de higienizacion, a contaminacion cruzada por
unas practicas de manipulacién incorrectas o a un uso indebido de las tempe-
raturas durante su preparacion, mantenimiento y distribucion.

Respecto a los patégenos, solo se detectd Cronobacter spp. en una ensalada
(7,12%) de lechuga y maiz. Tanto el estudio de Brandao et al. (2017) como el
previo de Schmid et al. (2009), en el que observaron la colonizacion de Cro-
nobacter spp. en las raices de maiz y tomate, evidenciaron que las plantas
pueden ser el habitat natural de Cronobacter spp. Por ello, estos productos
que no son sometidos a tratamiento térmico pueden representar un peligro
para los niflos y otras poblaciones de riesgo.

Osimani et al. (2015) evaluaron durante 9 afnos la calidad microbiolégica de
las ensaladas preparadas en un comedor universitario. Al igual que noso-
tros, tampoco detectaron Salmonella spp. ni L. monocytogenes. Soares et al.
(2020a) tampoco detectaron patégenos (Salmonella spp., L. monocytogenes
y Clostridium spp.) en las 17 ensaladas analizadas.

Sin embargo, otro estudio si detectd L. monocytogenes (3,7%) y Salmone-
lla spp. (0,9%) en 118 ensaladas frescas LPC procedentes de restaurantes
(Faour-Klingbeil et al., 2016). Si bien hay que destacar, que la presencia de
estos patdgenos se asocio a restaurantes sin lavamanos ni pilas para lavar y
desinfectar hortalizas o con zonas inadecuadas de almacenamiento.

Varios grupos de investigacién han incluido también en los analisis de en-
saladas patogenos formadores de esporas, como son Bacillus cereus (BC)
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y Clostridium sulfito reductores (CSR). Soares et al. (2020a) encontraron
un recuento bajo de BC (0,16 log UFC/g) y no detectaron CSR en ninguna
muestra. Sin embargo, Osimani et al., (2015) reportaron una prevalencia
de alrededor del 30% de muestras con BC que excedian el limite de refe-
rencia (<2 log UFC/g), con rangos de 2,8 a 4,1 log UFC/g. En este estudio,
la presencia de CSR fue esporadica al detectarse solo una muestra positi-
va en los 9 afios de investigacion. En el estudio de Petruzzelli et al. (2018),
de las 620 muestras que analizaron, uno de los hallazgos mas significati-
vos con necesidad de medidas correctoras fue la alta prevalencia de BC en
vegetales crudos y cocinados, superando en algunos casos los limites de
referencia. En el caso de CSR todas las muestras se situaron por debajo
de 10 UFC/g.

En lo que se refiere a los microorganismos indicadores de higiene del proce-
so, durante nuestro estudio se recibieron 14 segundos platos acompafiados
de guarnicion a base de ensalada. En 10 de esas muestras (71,42%) se obtu-
vo recuento positivo en, al menos, uno de los parametros analizados, con una
media de 3,48 log UFC/g de AMT, 2,78 log UFC/g de EB; 2,07 log UFC/g de
CT; y 0,73 log UFC/g de ECP y 5 de ellas resultaron no aceptables (35,71%).
Respecto a los primeros platos, seis recetas de ensaladas frias presentaron
recuentos positivos, destacando una ensalada de pasta que superd los limites
de referencia de Tonucci et al., (2005) para AMT, EB y CT y, ademas, fue la
unica muestra de todo el estudio en la que se detecto E. coll.

En la literatura cientifica se pueden encontrar estudios microbiolégicos sobre
verduras y otras hortalizas LPC, como los desarrollados por Osimani et al.
(2015) y Faour-Klingbeil et al. (2016). En el primero de ellos no se detectd EC,
los AMT superaron el limite establecido por las guias nacionales italianas de
5,7 UFC/g en el 38,5% de las muestras, los CT también se cuantificaron con
rangos de entre 3,1y 5,6 UFC/g y solo 4 muestras de las 48 analizadas supe-
raron el limite de referencia para S. aureus (Osimani et al., 2015). En la inves-
tigacion de Faour-Klingbeil et al. (2016) sobre ensaladas LPC de restaurantes
libaneses, los AMT se contabilizaron entre 2,90 y 7,38 log UFC/g (el 17% de
las muestras por encima de 7 log UFC/g). Para los CT, la prevalencia fue del
79,6% vy el intervalo entre 1,72 y 6,40 log UFC/g. El porcentaje de muestras
con recuento para EC fue del 31,3% (rango entre 1y 7,15 log UFC/g) y para
S. aureus del 41,5%.

Por su parte, Soares et al. (2020a) informaron de los siguientes niveles de
contaminacién de microorganismos indicadores en ensaladas: AMT 3,35 log
UFC/g; EB 2,05 log UFC/g; EC 0,06 log UFC/g; ECP 0,22 log UFC/g.

En Espafa, también se ha investigado este tipo de productos, como en el
trabajo realizado sobre ensaladas servidas en comedores escolares (Rodri-
guez-Caturla et al., 2012). Se obtuvieron recuentos medios de AMT por de-
bajo de 6 log UFC/g, de CT por debajo de 4 log UFC/g, de ECP por debajo
de 2 log UFC/g y un 5% de muestras positivas para EC. No se detectaron ni
Samonella spp. ni Listeria spp.
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Segun Aycicek et al. (2006), recuentos elevados de AMT en hortalizas no son
indicativos de riesgo para la salud, pero podrian ser un indicador de una baja
calidad microbiolégica en ensaladas LPC. La carga alta de AMT puede provenir
de fuentes ambientales durante las diferentes fases de manipulacion, cortado y
almacenamiento (Abadias et al., 2008). Los CT pueden proceder de malas practi-
cas durante la recoleccion, el almacenamiento y la distribucion (Rodriguez-Catur-
la et al., 2012). Ademas, las hortalizas frescas tratadas con cloro todavia pueden
albergar niveles altos de CT (5,9 log UFC/g) (Nguz et al., 2005). En otros estudios
encontraron recuentos inferiores a 1 log UFC/g de EB tras el lavado de lechuga
en una solucion de cloro activo (Martinez-Tomé et al., 2000; Meldrum et al., 2009).

La presencia de EC en los alimentos indica unas practicas y condiciones hi-
giénicas deficitarias (Faour-Klingbeil et al., 2016). Doyle y Erickson (2006),
concluyeron que EC es un mejor indicador de contaminacion fecal que los
CT, puesto que dentro de este grupo puede haber especies de origen no fe-
cal. Esta bacteria también puede comportarse como patdégeno, especialmente
si aparecen las cepas STEC. El lavado de algunos vegetales puede ser in-
suficiente, como demostraron Shaw et al. (2008) con la adhesion de STEC
0157:H7 y O26:H11 a las espinacas a través de su factor de virulencia EspA.
Saldana et al. (2011) también describieron la internalizacién de estas cepas
en el tejido de las hojas de espinacas y Brandl et al. (2008) concluyeron que
las hojas dafadas de lechuga favorecen la multiplicacion de STEC O157:H7
mas rapidamente que las superficies de hojas intactas.

La aparicion de S. aureus se puede deber a que los manipuladores sean por-
tadores y por malas practicas de higiene contaminen los vegetales y las super-
ficies de contacto a través de sus manos o secreciones (Gilbert et al., 2000).

3.3.2.2.2 Frutas

Las frutas frescas se caracterizan por tener superficies de corte no estériles,
ser ricas en nutrientes y agua y no ser sometidas a un tratamiento térmico o
proceso quimico de conservacion (Olaimat y Holley, 2012). Las frutas contie-
nen microorganismos que estan presentes en la naturaleza y se contaminan
por ellos durante la pre-cosecha y operaciones de post-cosecha y procesado.
Si se dan las condiciones favorables, estos microorganismos proliferaran y
produciran el deterioro de las frutas e incluso problemas de salud si los mi-
croorganismos son patégenos (Beuchat, 2002).

En nuestro estudio, las frutas han resultado ser el tipo de alimento con mayor
prevalencia de contaminacién por AMT, EB y CT con unos recuentos medios
de 2,27 log UFC/g, 1,21 log UFC/g y 0,92 log UFC/g, respectivamente. No
obstante, aunque no hay limites de referencia para determinar su aceptabili-
dad, solo una muestra supero los limites superiores de cuantificacion de AMT
y EB del equipo equipo TEMPO®.

Hay numerosos estudios sobre la calidad microbiolégica de frutas frescas mi-
nimamente procesadas. Graga et al. (2017) obtuvieron recuentos en diferen-
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tes frutas de supermercados de Portugal, con rangos de entre 3y 9,2 log UF-
C/g para AMT. Abadias et al. (2008) publicaron intervalos inferiores (2-7,1 log
UFC/g) en frutas comercializadas en Espana. Los valores de CT, en el estudio
portugués, se situaron entre <1y 9,1 log UFC/g y en el estudio espafiol se
analizaron EB resultando el intervalo entre 1,7 y 4,8 log UFC/g. Otro estudio
de Graca et al. (2015) valoro la calidad microbiolégica de manzanas frescas
cortadas. Los valores obtenidos fueron los siguientes: AMT 3,3-8,9 log UFC/g,
CT 1,8-7,6 log UFC/g, y un 5% de las muestras analizadas presentaron car-
gas de ECP entre 1y 3 log UFC/g.

En ninguno de los tres estudios anteriores (Abadias et al., 2008; Graca et al.,
2015; Graga et al., 2017) se detectd EC, Salmonella spp. ni L. monocytogenes.
Gracga et al. (2015) investigaron también el patégeno emergente C. sakazakii
en las manzanas frescas cortadas, sin que fuera hallado en ninguna muestra.

En nuestra investigacion no se ha detectado ningun patégeno en frutas. Es
un hecho de gran relevancia puesto que hay estudios que muestran cémo
diferentes bacterias patégenas (Salmonella spp., L. monocytogenesy EC pro-
ductoras de toxina Shiga) pueden sobrevivir y crecer en frutas frescas (Berger
et al., 2010; Alegre et al., 2010).

3.3.2.3 Recuento de microorganismos indicadores de higiene del proce-
so en funcién del modelo de gestion del servicio de alimentaciéon

La prevalencia de positivos de AMT, EB y CT en las muestras analizadas
provenientes de cocinas de GD fue mayor que en las cocinas de GC, pero no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los recuentos
segun el modelo de gestion. Es importante sefialar que el tamafio muestral no
estaba balanceado, al analizarse casi 3 veces mas muestras de GD debido a
que esta modalidad es la mas habitual en los CEI del Ministerio de Defensa.

En el estudio microbioldégico de Campos et al. (2003) en comidas preparadas
de comedores escolares en Tenerife, no se encontraron diferencias significati-
vas segun el tipo de gestion. Ademas, en ambos tipos de cocina las ensaladas
y otras guarniciones (salsas, patatas y otras hortalizas) fueron el tipo de plato
con un mayor porcentaje de muestras no aptas. Las ensaladas presentaron
las prevalencias mas elevadas en los parametros estudiados (el 91% para
AMT, 89% para EB y 24% para EC). En los alimentos del grupo B encontraron
que el numero de muestras con recuento, tanto en GD como en GC, fue supe-
rior en todos los parametros en comparacion con los del grupo A. Finalmente,
S. aureus solo fue aislado en 3 alimentos (una ensaladilla, un salpicon de atun
y un segundo plato de pollo). Todos estos resultados de los comedores esco-
lares de Tenerife, concuerdan en gran medida con los hallazgos de nuestro
estudio, si tenemos en cuenta que ellos no analizaron ninguna fruta.

Los estilos de vida adquiridos en los ultimos afios han provocado que la res-
tauracion colectiva haya aumentado en los centros de trabajo, educativos,
hospitalarios y en el sector lucrativo. Los nifios en edad preescolar y escolar
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se consideran poblacion de riesgo y un numero cada vez mayor de ellos rea-
liza, al menos, una comida diaria en el comedor escolar. Gran parte de estos
centros educativos se apoya en un servicio de catering que realiza los menus
en cocinas centrales, por lo que numerosos estudios han evaluado la calidad
microbiolégica de los platos preparados en ellas con el fin evaluar la elabora-
cion y el mantenimiento durante el transporte y la manipulacion de los mismos
(Marzano y Balzaretti, 2013; Garayoa et al., 2014; Téoth et al., 2018; Petruzzelli
et al., 2018; Soares et al., 2020a).

Ciertas caracteristicas propias de los servicios de catering, como la gran can-
tidad de materias primas utilizadas y de comidas elaboradas, la preparacion
de los platos con antelacidn, el transporte y conservacion a diferentes tempe-
raturas, entre otras, hace pensar que la calidad del producto final puede ser
inferior a la de las comidas preparadas en una cocina propia. En nuestro estu-
dio solo 13 platos obtuvieron resultados no aceptables al menos en uno de los
parametros estudiados. Ninguno de los platos calientes (primeros y segundos
platos de los menus completos y purés de los menus de iniciacién) no acep-
tables procedia de GC, lo que indica una buena manipulacion y transporte de
los mismos. Sin embargo, esta modalidad de servicio presentdé mas resulta-
dos no aceptables en los platos sin tratamiento térmico (segundos platos con
ensaladas de guarnicién). Este hallazgo se podria achacar a unos ineficientes
procedimientos de desinfeccidon o a una contaminacién posterior durante el
transporte y/o mantenimiento a temperatura no regulada.

3.3.2.4 Recuento de microorganismos indicadores de higiene del proce-
so en funcién de la estacion del afno

Los resultados de nuestro trabajo muestran que el invierno fue la estacion
del aino de menor prevalencia en el recuento de los microorganismos indi-
cadores estudiados. Durante el mes de invierno se presentaron diferencias
estadisticamente significativas al obtener un recuento mas bajo de AMT, EB
y CT frente al mes de otofio y de AMT en comparacion con los resultados de
verano. Estos datos podrian estar relacionados con las temperaturas ambien-
tales mas bajas. En contrapartida, en otofio se obtuvieron los recuentos mas
altos de AMT, EB y CT, que podrian asociarse con una posible incorporacion
de nuevos manipuladores de alimentos al inicio del curso y a que en las zonas
geograficas de donde provenian las muestras (CEI de Andalucia y Canarias)
todavia se alcanzaran altas temperaturas ambientales en esos meses.

En el estudio de Pérez-Silva (1998) en comedores colectivos de alto riesgo,
entre los que se incluian 16 guarderias, investigaron la relacion entre la pre-
sencia de AMT y la época del aio en la que se realizé la toma de muestras.
A diferencia de nuestros resultados, sorprendentemente se detectaron mas
AMT durante los meses frios.

En un estudio reciente sobre la prevalencia de agentes causantes de toxiin-
fecciones en establecimientos alimentarios de la Republica Checa (comedo-
res escolares entre ellos), detectaron que la presencia de EC, S. aureusy BC
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era dependiente de la estacion del afio. La primera bacteria se detecté mas en
verano, mientras que S. aureus fue en esta estacion y otofio cuando presento
una menor prevalencia. Finalmente, la presencia de BC fue mayor en otofio,
invierno y primavera en comparacion con verano. Una posible explicacion para
que hubiera mayor presencia de bacterias en los meses mas frios seria el tipo
de ventilacion. Asi, en verano se utilizan sistemas de aire acondicionado y en
invierno la apertura de ventanas crean corrientes de aire cuyas particulas de
polvo pueden transportar BC (BogdanoviCova et al., 2019).
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CAPITULO IV. VALORACION DE LA CALIDAD
NUTRICIONAL Y DIETETICA DE LOS MENUS
INFANTILES

El objetivo especifico de este capitulo es valorar la calidad nutricional y dieté-
tica de los menus servidos en base a las recomendaciones de organismos de
referencia a nivel nacional e internacional.

Para el desarrollo de este objetivo se ha valorado la adecuacion a las reco-
mendaciones del aporte energético, de los nutrientes y del perfil calérico y lipi-
dico. Por otro lado, se han evaluado aspectos de la composicion y variedad de
la dieta, como la frecuencia de consumo de los distintos grupos de alimentos,
la rotacidn de alimentos dentro de los mismos y la variedad de las recetas y de
las técnicas culinarias. Estos aspectos cuantitativos y cualitativos se han com-
parado en funcidon de la modalidad de gestién del servicio de alimentacion.
También se han considerado otras recomendaciones facilitadas en los menus.

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 Diseio

Se llevo a cabo un estudio observacional transversal de la calidad nutricional
de los menus ofertados en los 25 CEIl del Ministerio de Defensa, cuyo servi-
cio de alimentacion estaba adjudicado a una misma empresa, durante el ano
2017 (de enero a julio del curso 2016-2017 y de septiembre a diciembre del
curso 2017-2018).

4.1.2 Descripcidon de la muestra

La empresa adjudicataria disefiaba mensualmente el mismo menu para 20
CEI que disponian de cocina propia (GD). Para los otros 5 CEI, que no dispo-
nian de cocina propia, tenia subcontratado un servicio de catering (GC) que
disefiaba otro menu diferente y lo elaboraba en una cocina central para luego
ser distribuido.

Los usuarios de estos comedores tenian edades comprendidas entre los 6
meses y 3 anos, por lo que se ofrecia un menu de iniciacién a base de purés
y otro menu completo formado por un primer plato, un segundo plato y el pos-
tre. Tanto en GD como en GC se elaboraban 4 menus de iniciacion que se
servian de forma rotatoria (Tabla 47). Los postres en los menus de iniciacion
de GD estaban constituidos por un puré de frutas (manzana, pera, platano,
zumo de naranja y galleta) al que se le iba incorporando yogur cuando el nifio
podia tomar leche de vaca conforme a su edad, madurez y evolucion o por
indicacion del pediatra. En el caso de los postres de GC, se ofrecia un yogur
natural o de frutas.
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Tabla 47. Menus de iniciacion.

Gestion Menus de iniciacion

i Puré de verduras B}
Puré de verduras Puré de verduras
GD con pescado
con ternera

Puré de legumbres
con pollo
blanco

Puré de verduras Puré de verduras Puré de verduras  Puré de verduras
GC y otras hortalizas vy otras hortalizas y otras hortalizas vy otras hortalizas
con pavo con ternera con pollo con pescado

GD: Gestion directa. GC: Gestion contratada.

Respecto a los menus completos, se estudiaron nutricionalmente 226 menus
de GD y 222 menus de GC correspondientes a 11 meses del afio 2017 (exclui-
do el mes de agosto por vacaciones escolares). En cuanto a la composicion
y variedad de los menus completos, se basaba en las recomendaciones de
la Guia de comedores escolares del Programa PERSEOQ, tal como se detalla
en la Tabla 48. Con el menu se ofrecia una racion de pan blanco y agua como
unica bebida.

Tabla 48. Estructura ideal de un menu saludable (MISACO, 2018).

Primer plato Segundo plato Guarnicion Postre Complemento

Carne o pescado Patatas, pasta,

Verduras y hortalizas arroz, legumbres, Fruta Lacteos
o huevo .
maiz, etc.
Patatas, pasta, Carne o pescado Verduras y .
arroz, legumbres, . Fruta Lacteo
o huevos hortalizas

maiz, etc.

4.1.3 Analisis cuantitativo de los menus: energia y nutrientes

La composicidén cuantitativa de los menus se determind a través de las
planillas y fichas técnicas facilitadas por la empresa adjudicataria y la sub-
contratada de catering, que incluian los ingredientes y las cantidades de
cada componente utilizados en la elaboracion de los platos. A partir de es-
tos datos, se calculd la cantidad media ofertada en cada racién y, mediante
el programa para valoracion de dietas y calculos de alimentacion DIAL®
(Ortega et al., 2016), se estimo la ingesta de energia, macronutrientes y
micronutrientes.

El programa DIAL® dispone de una tabla de composicion nutricional de ali-
mentos, que recoge una informacion sobre la composicién en energia, pro-
teinas, lipidos, hidratos de carbono, fibra, minerales, vitaminas, colesterol,
acidos grasos, aminoacidos, etc. (hasta 140 componentes distintos) de los
alimentos mas habituales. Las cantidades de los ingredientes facilitadas de
los menus de GD estaban ajustadas a edad preescolar. Sin embargo, en el
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caso de los menus completos de GC, los datos de gramajes facilitados por la
empresa correspondian a los empleados para la elaboracién de los menus
de ninos de 6-9 afos de edad, por lo que se aplicé una correccion del 65% al
resultado obtenido en el programa DIAL®, siguiendo las recomendaciones de
la propia empresa que estimaban necesario entre un 60-70%.

Para valorar los datos obtenidos del contenido energético, de proteina y mi-
cronutrientes se compararon con las recomendaciones nutricionales para los
grupos de edad de 7-12 meses y 1-3 anos de las Tablas de Composicion de
Alimentos de Moreiras et al. (2018) (Tabla 49).

Tabla 49. Ingestas diarias recomendadas de energia, proteinas, vitaminas y minerales para
la poblacion preescolar (Moreiras et al., 2018).

Energia y nutrientes 7-12 meses 1-3 afos
Energia (kcal/d) 950 1250
Proteinas (g/d) 20 23
Tiamina (mg/d) 0,4 0,5

RIboflavina (mg/d) 0,6 0,8

Eq de niacina (mg/d) 6 8

Vitamina B6 (ug/d) 0,5 0,7
Folato (ug/d) 60 100
Vitamina B12 (ug/d) 0,3 0,9
Vitamina C (mg/d) 50 55
Eq de retinol (ug/d) 450 300
Vitamina D (pg/d) 10 15
Vitamina E (mg/d) 6 6
Vitamina K (pg/d) 2,5 30
Calcio (mg) 525 600
Hierro (mg) 7 7
Yodo (ug) 45 55
Zinc (mg/d) 5 10
Magnesio (mg/d) 85 125
Potasio (mg/d) 700 800
Fésforo (mg/d) 250 400
Selenio (ug/d) 15 20

Para evaluar la adecuacion de la ingesta de energia (el almuerzo escolar debe
aportar una tercera parte de la energia total diaria) y la contribucién de los
macronutrientes al aporte energético total diario se tuvieron en cuenta las di-
rectrices de la Guia de comedores escolares del Programa PERSEO, que se
recogen en la Tabla 50 (MISACO, 2008).
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Tabla 50. Recomendaciones para evaluar el perfil calérico (MISACO, 2008).

Nutrientes % de la Energia Total
Hidratos de carbono 50-60%
Azucares sencillos <10%
Proteinas 12-15%
Lipidos 30-35%
Colesterol 100 mg/1000 kcal (o 300 mg/dia)

Otros indicadores utilizados para determinar la calidad de la dieta fueron el perfil
lipidico, expresado como el porcentaje de energia aportado por los diferentes
tipos de AG con respecto al total de la energia ingerida (Tabla 51) y la calidad de
la grasa, definida por el tipo de AG y su distribucién en el componente lipidico,
evaluado por diferentes indices o relaciones entre los AG (Tabla 52).

Tabla 51. Objetivos nutricionales para evaluar el perfil lipidico.

Acidos grasos Serra y Aranceta Ortega et al. Moreiras et al.
(2011) (2014b) (2018)
AGS (% Energia) 7-8% <10% <7-8%
AGPI (% Energia) 5% 4-10% 5%
AGMI (% Energia) 20% 15-20% 20%

Tabla 52. Objetivos nutricionales para valorar la calidad de la grasa (Serra y Aranceta, 2011).

Calidad de la grasa Objetivo
AGPI w-6 (% Energia) 3%
AGPI w-3 (% Energia) 1-2%

DHA 300 mg

AG trans (% Energia) <1%

Relaciéon w-6/ w-3 <4:1
AGPI/AGS 20,5
AGPI + AGMI/AGS 22

AGPI: Acidos grasos poliinsaturados. w: omega. DHA: Acido docosahexaenoico. AG: Acidos
grasos. AGS: Acidos grasos saturados. AGMI: Acidos grasos monoinsaturados.

4.1.4 Estudio de la composicion y variedad de los menus completos

Para la evaluacion de la frecuencia de oferta de los distintos grupos de ali-
mentos en los menus completos se analizé la informacion que figuraba en las
planillas de los ciclos de menus (menus del mes escolar correspondientes a
20 dias lectivos aproximadamente) facilitadas por la empresa adjudicataria y
la subcontratada de catering que incluian primer plato, segundo plato (nor-
malmente con guarnicion) y postre. Se contabilizé como racion de un alimento
los ingredientes principales de los platos, considerando que el tamafio de la
porcidon ofertada se ajustaba al rango de edad de los comensales. Una vez
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transformados todos los platos del ciclo de menus en raciones, se sumaron
por grupos de alimentos y se compararon con el numero de raciones reco-
mendadas en el DoCACE (MSPSI, 2010), que se muestran en la Tabla 53.
Estas recomendaciones semanales, que se corresponden a 5 dias lectivos,
fueran extrapoladas a recomendaciones mensuales (20 dias lectivos) para la
discusion de nuestros resultados, en la linea de lo realizado por otros estudios
(Vergara et al., 2016; Llorens-lvorra et al., 2016; Valero, 2017).

Tabla 53. Frecuencias de consumo recomendadas en los menus de los centros educativos
(MSPSI, 2010).

Grupos de alimentos Frecuencia semanal

Primeros platos

Arroz 1
Pasta’ 1
Legumbres 1-2
Hortalizas y verduras (incluyendo las patatas) 1-2

Segundos platos

Carnes 1-3
Pescados 1-3
Huevos 1-2

Guarniciones

Ensaladas variadas 3-4
Otras guarniciones (patatas, hortalizas, legumbres) 1-2
Postres

Frutas frescas y de temporada 4-5

Otros postres (preferentemente yogur, queso fresco,

: 0-1
cuajada, frutos secos, zumos naturales,...)

" En las pastas no se incluyen las pizzas porque, salvo excepeciones, se consideran platos
precocinados.

La guia también recomienda limitar el uso de productos precocinados a una
frecuencia maxima de tres veces al mes.

También se efectud una valoracion del grado de cumplimiento de los siguien-
tes criterios de variedad de los menus del comedor escolar recomendados en
la Guia de comedores escolares del Programa PERSEOQO: rotacion mensual
de alimentos para un mismo grupo de alimentos, variedad de las recetas con
el objetivo de no repetir una misma receta en la misma semana o entre dos
semanas consecutivas, y variedad de los procesos culinarios (hervido, guiso,
horneado, plancha y fritura) (MISACO, 2008).

En la Tabla 54 se muestra la variedad de alimentos dentro de un mismo grupo
y de procesos culinarios.
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Tabla 54. Numero de alimentos distintos por grupo y nimero de procesos culinarios distintos
por grupo ofertados al mes (MISACO, 2008).

n.° de alimentos n.° de procesos culinarios
Grupo de alimentos distintos por grupo distintos por grupo

ofertados al mes ofertados al mes

Verduras y otras hortalizas 4-5 3-4

Legumbres, patatas, pasta y 6-8 3.4

arroz

Carnes y derivados 3-4 2-3

Pescados 3-4 2-3

Huevos N/A 2

Frutas 4 N/A

N/A: No aplica.

4.1.5 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables cuantitativas mediante me-
didas de tendencia central (media) y dispersion (desviacidon estandar), expre-
sadas como x (DE).

Se determind la normalidad de las distribuciones de las variables dependien-
tes cuantitativas con la prueba de Kolgomorov-Smirnov. La homogeneidad
de las varianzas se analizé con el test de Levene. Posteriormente, para de-
terminar la asociaciéon entre la variable independiente dicotomica (GD/GC) y
dependiente cuantitativa de distribucion paramétrica, se empled el test t de
Student. El efecto fue valorado mediante la diferencia de medias, y la preci-
sion mediante el intervalo de confianza del 95%. Como grado de significacion
estadistica se empled un valor de p<0,05.

La aplicacién informatica utilizada fue el paquete IBM®SPSS® Statistics ver-
sion 24.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Analisis cuantitativo de los menus: energia y nutrientes

En las Tablas 55 y 56 se muestra el contenido medio (£ DE) de energia y de
macronutrienes, colesterol y fibra de los menus de iniciacién y menus comple-
tos, respectivamente, evaluados a lo largo de todo el afio 2017 en los CEl del
Ministerio de Defensa.
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Tabla 55. Contenido de energia y macronutrientes, colesterol y fibra de los menus de inicia-
cion segun el modelo de gestion.

. Gestion directa (n=4) Gestion contratada (n=4)

Nutriente . . ; Z . -

X (DE) Min-Max X (DE) Min-Max

Energia (kcal) 247,50 (32,46) 221)%%%' 322,25 (22,28) 23347'%%'
Proteinas (g) 9,18 (1,77) 171’43?(') 17,90 (2,64) 125177%
Lipidos (g) 7,90 (0,81) g’%%' 17.10 (1,53) 11‘;’92%'
Colesterol (mg) 17,80 (9,87) 5”532(') 53,98 (9,06) ‘g%’%%'
Glucidos (g) 31,63 (6,05) i%’i%‘ 22,20 (0,00) 222222%
Fibra (g) 6,88 (2,55) 1566% 4,10 (0,00) ‘211%'

Tabla 56. Contenido de energia y macronutrientes de los menus completos segun el modelo
de gestion.

Gestion directa (n=226) Gestion contratada (n=222)

Nutriente % (DE) I\Icllanx % (DE) ll\\nlliénx- P
E&ig;a 47672(5249) g0 4B98(5143)  cr <0001
Pro’zg;nas 18,37 (3,78) 12181302- 19,61 (3,91) 308;% 0,001
L"Fzgd)os 17,91 (4,64) géfé 18,90 (4,39) 36?865 0,021
Coz‘f:;ro' 90,34 (71,59) 215’;%’0 59,27 (34,49) 282’2%5 <0,001
G'f’(‘g;’os 56,07 (8,32) 3;53,210- 46,61 (8,54) 27124;55 <0,001
Fég;a 7,82 (2,02) 1‘;’2'0 7,04 (2,85) 1‘22'0 <0.001

p: Valor significativo

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el aporte ener-
gético en funcion del modelo de gestién, con 27,74 kcal mas en los menus
completos de GD (IC 95%: 18,08-37,41) que en los menus completos de GC.
En las proteinas y lipidos también se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas. En este caso fueron los menus de GC los que aportaron
1,24 g mas (IC 95%: 0,52-1,96) y 0,98 g mas (IC 95%: 0,15-1,83), respectiva-
mente. Sin embargo, en la cantidad de colesterol se encontraron diferencias
significativas en los menus de GD, con una media de 31,06 mg mas (IC 95%:
20,65-41,48). Respecto a los glucidos y fibra también presentaron diferencias
significativas en los menus de la modalidad de GD, con 9,46 g mas (IC 95%:
7,89-11,03) y 0,78 g mas (IC 95%: 0,32-1,24), respectivamente.
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En la Tabla 57 se recoge el aporte energético medio, minimo y maximo men-
sual de los menus completos en cada modalidad de servicio.

Tabla 57. Contribucion (%) a las necesidades diarias de energia, por meses, de los menus
completos segun el modelo de gestion.

Gestion directa (n=226) Gestion contratada (n=222)

Mes - . . - . .
x (DE) Min-Max x (DE) Min-Max

Enero 37,12 (4,22) 28,72-43,36 37,20 (3,58) 28,96-42,95
Febrero 37,07 (4,63) 31,04-47,12 35,19 (4,02) 25,64-40,61
Marzo 37,58 (4,58) 28,00-44,88 35,17 (4,22) 20,38-43,26
Abril 36,90 (4,52) 31,04-46,08 36,02 (4,49) 27,25-46,80
Mayo 40,00 (2,70) 34,08-44,56 35,63 (4,46) 26,94-49,19
Junio 38,77 (4,47) 30,64-44,76 35,62 (4,07) 28,24-47,53
Julio 39,49 (3,38) 30,64-44,40 35,60 (3,45) 27,92-42,95
Septiembre 38,14 (4,52) 30,64-44,40 36,71 (4,47) 30,68-46,59
Octubre 38,28 (4,30) 30,64-45,52 36,85 (4,35) 29,12-46,80
Noviembre 37,78 (4,28) 30,64-44,40 35,39 (4,43) 28,44-45,66
Diciembre 38,16 (3,96) 30,40-44,23 35,64 (4,06) 29,59-46,44
C°";’r:3:f'°" 38,17 (4,20) 28,00-47,12 35,92 (4,11) 25,64-49,19

En las Tablas 58-61 se muestran los valores de vitaminas y minerales aporta-
dos por los menus a base de puré y por los menus completos.

Tabla 58. Contenido de vitaminas (mg o ug) de los menus de iniciacion segun el modelo de
gestion.

Gestion directa (n=4) Gestion contratada (n=4)

Vitamina — —
x (DE) Min-Max x (DE) Min-Max
Tiamina (mg) 0,24 (0,05) 0,20-0,32 0,26 (0,03) 0,24-0,30
Riboflavina (mg) 0,20 (0,03) 0,17-0,22 0,44 (0,05) 0,40-0,51
Niacina (mg) 4,38 (0,15) 4,20-4,50 7,63 (0,49) 7,00-8,10
Piridoxina (mg) 0,58 (0,07) 0,50-0,67 0,64 (0,09) 0,53-0,74
Cianocobalamina (pg) 0,19 (0,19) 0,00-0,42 0,88 (0,33) 0,43-1,20
Folatos (ug) 106,60 (23,60) 94,40-142,00 66,65 (0,78) 65,70-67,60
Acido ascorbico (mg) 48,58 (0,48)  48,20-49,20 28,78 (0,55) 28,50-29,60
Vitamina A (ug) 100,35 (3,47) 97,70-105,00 820,50 (8,02) 815,00-832,00
Vitamina D (ug) 0,0048 (0,0095) 0,00-0,02 0,0863 (0,0225) 0,08-0,12
Vitamina E (mg) 1,35 (0,24) 1,20-1,70 1,15 (0,13) 1,00-1,30
Vitamina K (ug) 49,70 (18,15)  40,00-76,90 33,95 (2,10) 32,20-36,40
Acido pantoténico (mg) 0,74 (0,18) 0,54-0,96 1,48 (0,25) 1,20-1,80
Biotina (ug) 15,68 (21,55) 4,80-48,00 7,04 (2,85) 8,70-9,60
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Tabla 59. Contenido de vitaminas (mg o ug) de los menus completos segun el modelo de

gestion.
Gestion directa (n=226) Gestion contratada (n=222)

Vitamina % (DE) I|\\nnlanx % (DE) II\\nlllanx P
Tiz”‘:;;‘a 0,32 (0,13) %’;%' 0,34 (0,15) %’,17?3- 0,166
Ribgﬂ;‘)’i”a 029007 o 0,30 (0,08) Ca 0472
Néf:;’;a 8,64 (2,06) fff(') 8,48 (2,46) f éf’g} 0,445
o 057021 §3g 0,59 (0,21) W7 os08
Cob(a:zr)nina 0,77 (0,44) (’)1(2)3(4)1- 0,82 (0,61) 207%_ 0,272
F‘(’Lagg’s 90,59 (33,93) fgé?% 81,94 (45,81) o 5?26 0,022
Acido (fnsg)érbico 46,87 (20,79) 1%’?%‘0 29,35 (18,98) gé?fé <0,001
V“a(r:g;a A 38950 (28038) i%% 33565 (21937)  of "11, Z 002
Vita(r:g;a D 0,31 (0,42) 9]”05%' 0,21 (0,28) 9]’%%- 0,001
V“"’Enmqg‘)a E 221072 5% 1,59 (0,53) ey <0001
Vita(r:ér;a < e2osuase) % 4337 (28.93) oo <0001
Ac pa(rr:;t)énico 1,27 (0,35) %g%' 1,23 (0,36) %iﬁ- 0,204
s es % smess U o

p: Valor significativo

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido en
vitaminas en funcion del tipo de gestion, con mas aporte por parte de los menus
completos de GD, de las siguientes vitaminas: folatos 8,76 ug (IC 95%: 1,24-
16,27); acido ascérbico 17,37 mg (IC 95%: 13,66-21,07); vitamina A 53,49 ug
(IC 95%: 7,01-99,96); vitamina D 0,11 ug (IC 95%: 0,04-0,17); vitamina E 0,61
Mg (IC 95%: 0,49-0,73); vitamina K 18,69 pg (IC 95%: 11,82-25,55) y biotina
2,59 pg (IC 95%: 1,80-3,39).

173



Capitulo IV

Valoracion de la calidad nutricional y dietética de los menus infantiles

Tabla 60. Contenido de minerales (mg o pg) de los menus de iniciacion segun el modelo de

gestion.
Gestion directa (n=4) Gestion contratada (n=4)
Mineral % (DE) |I\\/|n:1x. % (DE) m.:x.
(i;';i)o 75,53 (8,54) %%,27%' 232 (6,73) 223182’%%'
"(':ﬁg)o 2,63 (1,04) Lﬁ%' 2,15 (0,84) 13”3%'
\((ﬁg;’ 10,68 (3,04) fé.:g(') 17,23 (7.11) 1227’,58%'
Ma(?]:‘gefio 60,05 (16,87) %%é%‘ 60,63 (3,22) 561’%%‘
(ZnI:;;C) 1,2 (0,46) 2'2%‘ 2,25 (0,95) 13”56%'
S(r?%i;) 230,25 (11,03) 221172’%%' 183,75 (21,73) 12%%%%'
Pz’r;a;)i" 769,25 (90,64) ;%12’%%‘ 1108 (59,77) 112213”%'
F?r‘:’]fg)r ° 154,5 (42,15) 122112’%%' 390,75 (45,28) 165%%%'
S‘(*Lzr;io 8,1 (3,.21) fé?gc-) 17,05 (6,98) gé%
(igg)e 0,27 (0,10) %’212' 0,15 (0,02) %’11?;'
C(rsg;o 16,15 (0,75) 115;’2%' 4,93 (0,61) ‘;’,58%'
N("S;)e' 39,7 (45,53) 1135’;86 10,2 (0,80) ?1’?26
((Jr']:’é‘)’ 405,5 (25,83) iiﬂ’%%‘ 351,75 (61,17) i%%%%‘
';L“go)r 33,93 (4,12) %%,‘;%' 15,8 (7,40) 12%’;%'
Ma’;f’nzr;ew 0,50 (0,23) %’%i‘ 0,31 (0,00) %,%11'
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Tabla 61. Contenido de minerales (mg o pg) de los menus completos segun el modelo de
gestion.

Gestion directa (n=226) Gestion contratada (n=222)

Mineral % (DE) I\l\:lanx % (DE) ll\\nn;nx- p
C(i;i)o 107,12 (32,68) fgé?gé 127,04 (58,43) ;’65;5’6 <0,001
I—(lirﬁg)o 3,70 (0,90) a0 3,52 (0,99) e 0047
s 2149(839)  oloc 20012876 D% 0380

Ma(%:‘;)Sio 74,67 (18,10) fgfgg) 72,13 (14,89) ?f 1’?16 5 0105
e T om0 om
S(r‘:f;';’ 805,79 (167,43) fggfg(') 767,89 (307,76) ﬁ%%f%‘ 0,107
P?r;a;)i" 894,05 (264,69) 13226(,)86 895,50 (286,74)  ooo 0986
F‘(";fg)ro 263,77 (51,30) 1367%’%%' 299,40 (75,66) 15%%255 <0,001
SG(’LZTO 3088 (1338) g 2945(1440) T 0278
%‘:g)e 0,33 (0,08) %’2‘3 0,34 (0,11) %’,1625_ 0.591
C{SS;O 18,16 (14,24) E’é‘,‘zzé 9,91 (7,64) f()?g} <0,001
N("S;)e' 29,18 (22,33) 1%3’%'0 27,69 (31,02) 13;25’18'5 0,562
?rfé‘)’ 114420 (241,89) eoc 86726 (197.96)  qrg5 o <0,001
F(L"’g 79,87 (33,200) 35?61,8(_) 56,33 (25,32) 11 ;’32,}5 5 <0,001

Marz?nagn)eso 0,86 (0,27) (;‘;A(')' 0,67 (0,24) 2252' <0,001

p: Valor significativo

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el contenido de
los siguientes minerales, en funcién del tipo de gestion: calcio 19,79 mg mas
en GC (IC 95%: 10,90-28,56); fésforo 35,63 mg mas en GC (IC 95%: 23,60-
47,66); hierro 0,18 pg mas en GD (IC 95%: 0,00-0,35); cromo 8,25 ug mas
en GD (IC 95%: 6,13-10,37); cloro 276,94 mg mas en GD (IC 95%: 235,93-
317,96); fluor 23,54 ug mas en GD (IC 95%: 18,07-29,02) y manganeso 0,18
mg mas en GD (IC 95%: 0,14-0,23).
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El resultado de la evaluacion de la calidad de los menus a través de varios
indicadores, como el perfil caldrico, el perfil lipidico y la calidad de la grasa se
muestran en las Tablas 62 y 63 para los menus de iniciaciéon y menus com-

pletos.

Tabla 62. Indicadores de la calidad de los menus de iniciacion (perfil calérico, perfil lipidico y
calidad de la grasa) segun el modelo de gestion.

Indicador de calidad

Gestion directa (n=4)

Gestion contratada (n=4)

% (DE) Min-Max % (DE) Min-Max
Proteinas (%) 14,76 (1,34)  13,52-16,36 22,15(1,91)  21,01-25,01
Glucidos (%) 56,10 (4,85)  50,60-58,37 30,14 (2,19)  26,19-31,70

Azicares simples (%) 30,85 (3,52)  25,99-34,34 15,45 (1,09)  14,29-16,87

Lipidos (%) 20,14 (4,94)  22,04-32,94 47,71 (1,67)  45,61-49,36
AGS (%) 6,38 (1,56) 4,29-7,81 12,31 (1,2) 11,02-13,49
AGMI (%) 16,49 (2,44)  12,86-18,00 26,26 (0,53)  25,68-26,89
AGPI (%) 3,94 (0,73) 3,37-4,98 5,25 (1,19) 3,89-6,27

AGPI w-3 (%) 0,77 (0,21) 0,61-1,07 0,87 (0,33) 0,60-1,35
AGPI w-6 (%) 3,13 (0,72) 2,66-4,21 4,18 (1,27) 3,06-5,38
AG trans (%) 0,18 (0,25) 0,00-0,52 1,02 (0,22) 0,81-1,32
Relacion w-6/ w-3 4,25 (1,20) 2,62-5,50 5,28 (2,18) 2,27-7,31
AGPI/AGS 0,64 (0,14) 0,45-0,79 0,43 (0,10) 0,29-0,51
AGPI + AGMI/AGS 3,71 (0,36) 3,24-4,10 4,02 (0,49) 3,40-4,41

AGSI: Acidos grasos insaturados. AQMI: Acidos grasos monoinsaturados. AGPI: Acidos gra-
sos poliinsaturados. w: omega. AG: Acidos grasos. AGS: Acidos grasos saturados.
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Tabla 63. Indicadores de la calidad de los menus completos (perfil calorico, perfil lipidico y
calidad de la grasa) segun el modelo de gestion.

Gestion directa (n=226) Gestion contratada

Indicador de calidad . (n=222) . p
on W sen e

Proteinas (%) 14,50 (2,41) 17é(,)§; 17,55 (3,26) Sé?;é <0,001
Glucidos (%) 53,64 (7,14) ‘;a’gi' 44,74 (6,89) %ﬂ’iss' <0,001
Azicares simples (%) 13,94 (3,94) ; f?; 10,65 (2,75) féégé 0,001
Lipidos (%) 31,88 (7,04) 1457272 37,68 (6,45) %i';%' <0,001
AGSI (%) 6,82 (2,30) ?’51,:?} 8,73 (2.58) fé:j’;é <0,001
AGMI (%) 17.29 (4,31) Séﬁé 20,72 (3,88) 1322’%%' <0,001
AGPI (%) 4,68 (1,14) ";ﬁi‘ 4,86 (1,00) %’f‘}%‘ 0,087
AGPI w-3 (%) 0,73 (0,29) %2 0,68 (0,29) 01’,28%' 0,066
AGPI w-6 (%) 3,86 (1,05) 16’,%?:1- 4,09 (0,97) 1787"; 0,020
AG trans (%) 0,40 (0,59) %Eg 0,50 (0,53) %,%91- 0,059
Relacion w-6/ w-3 6,31 (3,06) 117733 6,93 (2,78) 11’57,36 0,024
AGPI/AGS 0,74 (0,24) ﬂ’iﬁ 0,60 (0,19) %’f‘}%‘ <0,001
AGPI + AGMI/AGS 5,32 (0,83) 37%14 4,95 (0,84) %’,%i' <0,001

AGSI: Acidos grasos insaturados. AC:SMI: Acidos grasos mpnoinsaturados. AGPI: Acidos gra-
sos poliinsaturados. w: omega. AG: Acidos grasos. AGS: Acidos grasos saturados.

p: Valor significativo

En el perfil calérico encontramos diferencias estadisticamente significativas
en las proteinas y lipidos con un 3,04% (IC 95%: 2,51-3,58) y un 5,87% (IC
95%: 4,62-7,12) superior en los menus completos de GC. Los glucidos apor-
taron un 8,94% (IC 95%: 7,64-10,25) mas de energia en los menus de GD,
mostrando diferencias estadisticamente significativas. El aporte de azucares
simples también fue un 3,24% (IC 95%: 2,66-3,92) significativamente superior
en los menus de GD que en los de GC.

En el perfil lipidco se encontraron diferencias significativas en los AGS y AGMI
de los menus de GC, presentando un 1,91% (IC 95%: 1,45-2,36) y un 3,43%
(IC 95%: 2,67-4,19) mas que en los menus de GD. Igualmente, los menus de

177



Capitulo IV
Valoracion de la calidad nutricional y dietética de los menus infantiles

GC presentaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de AGPI w-6 con un 0,22% mas (IC 95%: 0,03-0,41), asi como la relacion
w-6/w-3 con una media de 0,63 superior a los menus de GC (IC 95%: 0,08-
1,17). Respecto a los indices AGPI/AGS y AGPI + AGMI/AGS, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en los menus de GD, con una me-
dia 0,14 (IC 95%: 0,10-0,19) y 0,38 (0,08-0,53) superiores, respectivamente,
frente las medias de los menus de GC.

4.2.2 Estudio de la composicion y variedad de los menus completos

En la Tabla 64 se puede observar la media de la oferta de los diferentes gru-
pos de alimentos obtenida tras la evaluacion de los menus de los 11 meses
del afio 2017 y el porcentaje de ciclos de menus que cumplen las recomenda-
ciones semanales del DOCACE (MSPSI, 2010), una vez extrapoladas a ciclos
mensuales (20 dias lectivos).

Tabla 64. Consumo por grupos de alimentos (numero medio de raciones/mes) y porcentaje
de ciclos de menus que cumplen las recomendaciones del DOCACE (MSPSI, 2010) segun el
modelo de gestion.

Gestion Directa Gestion contratada
Grupos de alimentos .)? (DE) % .)? (DE) % p
raciones/mes raciones/mes
Primeros platos
Arroz 3,64 (0,50) 63,63 1,45 (0,52) 0,00 <0,001
Pasta 4,18 (0,75) 72,82 7,36 (0,67) 0,00 <0,001
Legumbres 3,55 (0,82) 54,54 5,73 (1,10) 100,00 <0,001
g;tgf;'szfs (incluyendo 8,82 (1,08) 1818  6,36(0,50) 100,00 <0,001
Segundos platos
Carnes 7,18 (1,40) 100,00 10,00 (0,89) 100,00 <0,001
Pescados 6,45 (1,04) 100,00 3,82 (0,60) 72,72 <0,001
Huevos 4,09 (0,54) 90,90 3,00 (0,63) 18,18 <0,001
Precocinados 0,90 (0,57) 100,00 1,18 (0,75) 100,00 0,226
Guarniciones
Ensaladas 11,27 (3,17) 54,54 6,18 (0,87) 9,09 <0,001
Otras’ 4,09 (1,14) 72,72 9,18 (1,33) 63,63 <0,001
Postres
Frutas frescas 18,73 (1,56) 100,00 11,91 (0,54) 0,00 <0,001
Otros? 0,73 (0,79) 100,00 7,64 (0,67) 0,00 <0,001

' Patatas, hortalizas, legumbres, etc.

2 Leche, yogur, queso fresco, cuajada, frutos secos, zumos naturales, etc.

Si se comparan los resultados obtenidos en funcion del tipo de gestién, se
han hallado diferencias significativas en todos los grupos de alimentos excep-
to en los precocinados: GD 2,18 raciones mas de arroz (IC 95%: 1,72-2,64);
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GC 3,18 raciones mas de pasta (IC 95%: 2,55-3,82); GC 2,18 raciones mas
de legumbres (IC 95%: 1,31-3,05); GD 2,46 raciones mas de verduras y otras
hortalizas (IC 95%: 1,68-3,22); GC 2,82 raciones mas de carne (IC 95%: 1,77-
3,88); GD 2,64 raciones mas de pescado (IC 95%: 1,89-3,40); GD 1,09 racio-
nes mas de huevos (IC 95%: 0,57-1,61); GD 5,09 raciones mas de ensaladas
(IC 95%: 2,92-7,26); GC 5,09 raciones mas de otras guarniciones (IC 95%:
3,99-6,20); GD 6,82 raciones mas de fruta (IC 95%: 5,74-7,90); y GC 6,91
raciones mas de otros postres (IC 95%: 6,26-7,56).

Respecto a la rotacion mensual de alimentos dentro de un mismo grupo de
alimentos, se cumplieron las recomendaciones para todos los grupos a excep-
cion de los pescados (se incumplio en diez meses en la GD y en tres meses
en los menus de GC).

La variedad de las recetas se cumplié en los menus de GC, mientras que en
los menus de GD se cometieron incumplimientos en todos los meses menos
en enero y julio en los grupos de alimentos que se muestran en la Tabla 65.

Tabla 65. Numero de incumplimientos por repeticiones entre semanas de la misma receta en
las cocinas de gestion directa.

N.° repeticiones de la misma receta entre

Grupo de alimentos semanas
12y22 22y 32 32y4.°
Legumbres, patatas, pasta y arroz 7 6 5
Carne y derivados 2 2 1
Pescado 3 2 4

Los procesos culinarios para los diferentes grupos se ajustaron a la variedad
recomendada. Solo las verduras y otras hortalizas en el mes de marzo de
los menus de GD y en mayo de los menus de GC no alcanzaron el numero
propuesto al cocinarse solo cremas, aparte de los productos frescos para en-
salada.

4.3 DISCUSION

4.3.1 Analisis cuantitativo de los menus: energia y nutrientes

Para el analisis cuantitativo de energia, nutrientes y otros indicadores de cali-
dad de los menus nos hemos apoyado en un programa informatico nutricional.
Existe una gran variabilidad entre las TCA utilizadas en estudios de investiga-
cion, asi como en el desarrollo de programas informaticos dietéticos, tal como
destacdé Lupiafez-Barbero et al. (2018). Esto propicia resultados sesgados y
no comparables. Estos autores recogen algunas limitaciones de las TCA na-
cionales: variabilidad en la composicion quimica del alimento; diferentes mé-
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todos de analisis utilizados; variacion en la porcion comestible; diferencias en
el célculo del valor energético; diferencias segun el proceso culinario utilizado;
nomenclatura del alimento (nombre comun) que difiere segun zonas geogra-
ficas. Las razones por las que se eligié el programa DIAL® para el analisis de
nuestros datos fueron que esta disefado por un grupo de nutricionistas espa-
noles de gran prestigio (Ortega et al., 2016), y porque es el programa utilizado
por las empresas encargadas de elaborar los menus de GD y GC en los CEI
del Ministerio de Defensa.

Otro asunto de controversia, son las recomendaciones utilizadas para la in-
gesta de energia de los menus servidos en centros escolares. En nuestro
estudio, nos hemos decantado por las recomendaciones nutricionales publi-
cadas en el libro de las Tablas de Composicién de Alimentos (Moreiras et al.,
2018), por su amplia cobertura y revision de las necesidades de la poblacion
espafola, como lo avalan las 19 ediciones del manual. La ingesta de energia
recomendada para los nifios de 7 a 12 meses y de 1 a 3 afios de edad es de
950 kcal/dia y 1250 kcal/dia, respectivamente. Estas necesidades son para
una actividad moderada, aumentando un 20% para una actividad alta y redu-
ciéndose un 10% para una actividad ligera.

La comida del mediodia ofrecida en el comedor escolar debe aportar alrededor
de un 35% de la energia total de las necesidades diarias (MISACO, 2008). Con-
siderando este aporte y las recomendaciones para una actividad fisica modera-
da, la contribucioén de la comida escolar a las necesidades energéticas diarias
deberia ser de 332,5 kcal en los menus de iniciacién y de 437,5 kcal en los
menus completos. Si se tienen en cuenta los requerimientos para una actividad
alta y ligera los limites se establecerian entre 399 kcal y 299,25 kcal para los
menus de iniciacion y entre 525 kcal y 393,75 kcal para los menus completos.

Los menus de iniciacion a base de puré servidos en los comedores de los CEl
con cocina propia (GD), con un aporte medio de 247,50 kcal, no alcanzaron el
minimo recomendado por Moreiras et al. (2018). Sin embargo, el aporte de los
menus servidos por la empresa subcontratada de catering (GC) fue correcto,
con una media de 322,25 kcal. Por tanto, el aporte energético de los menus de
GC fue adecuado (33,92%), mientras que el aporte deficitario de los menus de
GD (26,05%) provoca un desequilibrio que debe ser compensado con el resto
de las comidas del dia.

En el caso de los menus completos elaborados en las cocinas de GD, con un
aporte medio de 476,72 kcal, y los servidos en los comedores de GC, con un
aporte de 448,98 kcal, satisficieron los requerimientos energéticos con una
contribucion del 38,17% y 35,92% de la energia total diaria, respectivamente.

A pesar de que algunos menus completos no alcanzaron los limites propues-
tos (el 6,64% de los menus en GD y el 9% en GC) y otros los sobrepasaron (el
18,58% en GD y el 9% en GC), la media de cada uno de los meses evaluados
cumplieron las recomendaciones energéticas, como se puede observar en la
Tabla 57.
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En el estudio llevado a cabo por Seiquer et al. (2016) en CEIl de Granada, se
estimo una ingesta media de 512,49 kcal/dia, lo que supone un 30,15% de las
recomendaciones en las que se basaron (1700 kcal/dia para nifios de 4-6 afios
de edad). En otro estudio en Andalucia, esta vez en CEI de Sevilla por Vergara
et al. (2016), los menus aportaron un 30,6% de energia respecto a las recomen-
daciones de referencia (1300-2000 kcal/dia para nifios de 1-3 afios de edad).

A nivel de centros escolares para niflos de mas edad se dispone de mas datos
y muestran unos valores energéticos similares a nuestro estudio, entre un 35y
38% (Del Pozo et al., 2006; Campos et al., 2008; Martinez et al., 2010). Estos
autores justificaron el contenido ligeramente elevado de energia por la alta
contribucion de proteinas y de lipidos en detrimento de los hidratos de carbo-
no. En un estudio mas reciente realizado por Castro et al. (2016) en colegios
publicos, privados y concertados de Sevilla, compararon la energia aportada
por los menus con las necesidades establecidas en el Programa PERSEO
para los diferentes grupos de edad. El aporte energético solo resulté adecua-
do para el grupo de edad comprendido entre 6 y 9 anos, siendo excesivo o
deficitario para el resto de grupos. Esto pone de manifiesto que, para que el
menu proporcione la energia adecuada a un grupo determinado, se debe te-
ner en cuenta el tamano de la racion. Sirva de ejemplo en nuestro estudio, el
ajuste del 60-70% que realiza la empresa de GC sobre sus menus completos
de edad escolar para adaptarlos a edad preescolar.

Ambos tipos de menus presentaron una cantidad elevada de proteina en am-
bas modalidades de gestion (menus de iniciacién: GD, 9,18 gy GC, 17,90 g;
y menus completos: GD, 18,35 g y GC, 19,61 g), si los comparamos con las
ingestas diarias recomendadas por Moreiras et al. (2018) de 20 gy 23 g para
nifos de 7 a 12 meses y 1 a 3 afos de edad, respectivamente, y teniendo en
cuenta que los nifios consumiran 3 6 4 comidas mas a lo largo del dia.

Respecto a la distribucién energética de los macronutrientes en la comida
principal del dia, se recomienda que el contenido de proteina contribuya con
un 12-15% al aporte caldrico total (MISACO, 2008). En los menus de inicia-
cion de GD se ajusté perfectamente (14,76%), pero en GC se alcanzo un valor
del 22,15%. Con los menus completos la situacion fue la misma, un 14,50%
en los menus de GD y un ligero exceso en los menus de GC (17,55%).

El exceso proteico de nuestro estudio esta en consonancia con lo encontrado
en los dos estudios previos llevados a cabo en CEl espafoles. Tanto Seiquer
et al. (2016) como Vergara et al. (2016), obtuvieron una contribucion elevada
de proteinas (mas del 17%). Valores similares, incluso superiores, se encon-
traron en las evaluaciones realizadas en colegios de Madrid (Del Pozo et al.,
2006; Berradre-Saenz et al., 2015), Tenerife (Campos et al., 2008), Granada
(Martinez et al., 2010), Vizcaya (Zulueta et al., 2011), Valencia (Mico et al.,
2013) y Sevilla (Castro et al., 2016). El motivo lo relacionaron con el consumo
excesivo de alimentos de origen animal (carne magra principalmente, pesca-
do blanco y huevos), que es el patron que viene observandose en los ultimos
afnos en los paises industrializados.
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La excesiva ingesta de proteinas esta relacionada con un mayor riesgo de
obesidad y, por tanto, de ENT, por lo que a tenor de nuestros resultados y de
otros trabajos, se debe intentar reducir el consumo de alimentos proteicos.

La ingesta media de glucidos en los menus de iniciacion fue de 31,63 g en
los comedores de GD y de 22,20 g en los de GC. En los menus completos se
encontraron diferencias significativas segun el tipo de gestion, con un valor
medio de 56,11 g en GD y 46,66 g en GC.

No existen IR para hidratos de carbono, sino objetivos nutricionales que acon-
sejan que el 50-60% de la energia total provenga de los glucidos (MISACO,
2008). Esta recomendacion la cumplieron los menus de iniciacion de GD
(56,10%), pero la contribucion energética de los hidratos de carbono en los
menus de GC fue muy inferior a la deseada (30,14%). Ademas, en ambos ca-
SOs se superaron los objetivos nutricionales para los azucares sencillos, que
deben aportar menos del 10% a la energia total diaria (Ortega et al., 2014b,
OMS, 2015; Moreiras et al., 2018), con unos valores del 30,85% y 15,45% en
GD y GC, respectivamente.

En el caso de los menus completos ocurrié lo mismo, el aporte de hidratos
de carbono en GD fue satisfactorio (53,64%) y en GC no alcanz6 el 50%
(44,74%). Los azucares sencillos superaron lo marcado en los objetivos nutri-
cionales con 13,94% en GD y 10,65% en GC.

Si comparamos nuestros resultados en GD con los obtenidos en otros CEl,
vemos que son similares a los reportados por Vergara et al. (2016), que ha-
llaron aportes de entre el 50 y el 60% de lo recomendado, y por Seiquer et al.
(2016) con un 52%. En colegios, Campos et al. (2008) y Mico et al. (2013),
también indicaron un aporte correcto de hidratos de carbono (54%). Sin em-
bargo, otros estudios en colegios coincidieron con lo encontrado en nuestros
menus de GC, con un aporte deficiente en hidratos de carbono (Del Pozo et
al., 2006; Martinez et al., 2010; Zulueta et al., 2011; Castro et al., 2016).

La OMS ya senald, a principios de siglo, la importancia de un alto consumo de
hidratos de carbono complejos puesto que son la principal fuente de energia
de la dieta. Alimentos como los cereales (pan, pasta, arroz), patatas, fruta y
verduras aportan estos macronutrientes, ademas de micronutrientes vy fibra,
y constituyen una ventaja frente a los azucares sencillos al evitar la cariogé-
nesis infantil, la obesidad y también prevenir las enfermedades crdnicas en el
adulto (OMS, 2003).

En cuanto a la fibra, el aporte fue de 6,88 g y 4,10 g en los menus de inicia-
cion de GD y GC, respectivamente. Para los menus completos de GD el valor
medio fue de 7,83 g y de 7,04 g en GC.

La ingesta recomendada de fibra se establece de acuerdo a la siguiente for-
mula: “edad en anos + 5 g/dia” con el limite maximo de “edad en anos + 10”
g/dia”. Para menores de 3 afios se admite una introduccién progresiva de 5 g/
dia con la alimentaciéon complementaria, hasta un maximo de 10 g/dia a los 3
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anos (Williams, 1995). Nuestros resultados, considerando que se refieren solo
a una de las comidas del dia se consideran elevados. Hay que tener en cuenta
que ingestas muy elevadas de fibra pueden tener un efecto adverso en la ab-
sorcion de algunas vitaminas y minerales, si bien se puede ver compensado
por los beneficios que proporcionan en cuanto al control del peso, colesterol,
glucemia, etc.

En los dos estudios previos en CEIl obtuvieron un aporte de fibra cercano a los
8 g/dia (Seiquer et al., 2016; Vergara et al., 2016), similares a los constatados
en menus escolares (Campos et al., 2008; Martinez et al., 2010).

Se observo que los menus de iniciacion aportaban una ingesta media de lipi-
dos de 7,90 gen GD y de 17,10 g en GC. Para los menus completos de GD la
ingesta media fue de 17,91 g y para los de GC se obtuvo una media de 18,90
g ingeridos.

No se sefalan IR de grasas, pero se aconseja que el aporte a la energia to-
tal no sobrepase el 30-35% (MISACO, 2008). Al referir la ingesta de grasa al
aporte energético de la dieta, la grasa supuso un 29,14% en los menus de
iniciacion de GD, mientras que en los de GC se superd holgadamente lo re-
comendado, con un 47,71%. Respecto a los menus completos, los de GD se
ajustaron correctamente a las recomendaciones con un 31,88% y los de GC
las sobrepasaron al aportar un 37,68%.

En los menus de los CEI de Sevilla, las grasas totales se encontraron por de-
bajo de las recomendaciones (Vergara et al., 2016). Por el contrario, los me-
nus de los CEl de Granada casi alcanzaron un 34% de grasas (Seiquer et al.,
2016). En los estudios llevados a cabo en colegios hay resultados por debajo
de las recomendaciones (Campos et al., 2008), que cumplen las recomenda-
ciones (Zulueta et al., 2011) y otros que superan lo aconsejado (Del Pozo et
al., 2006; Martinez et al., 2010), incluso con valores de alrededor del 50% en
la mitad de los menus estudiados (Castro et al., 2016).

Los valores medios de ingesta de colesterol en los menus de iniciacion fue-
ron de 17,80 mg en GD y de 53,98 mg en GC. En los menus completos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la ingesta de co-
lesterol en funcion de la modalidad de gestion, con 90,34 mg en GD y 59,27
mg en GC. Si comparamos estos valores con los objetivos nutricionales de no
superar los 300 mg/dia o, preferiblemente, con el criterio mas adecuado para
nifos de no superar la ingesta de colesterol de 100 mg/1000 kcal, solo cum-
plieron lo aconsejado los menus de iniciacion de GD.

Estos resultados estan en consonancia con el contenido medio hallado en
los menus de CEIl de Granada que supero, en algo mas de un 20%, los va-
lores aconsejados (Seiquer et al., 2016), y con los encontrados en colegios
(179 mg/1000 kcal) por Martinez et al. (2010). Sin embargo, Vergara et al.
(2016) observaron un aporte adecuado de colesterol en todos los menus
evaluados en los CEIl de Sevilla, al igual que Campos et al. (2008) en cole-
gios de Tenerife.
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Los niveles elevados de colesterol de nuestro estudio se asocian con los niveles
altos de grasas en los menus de GC. Por tanto, en la medida prioritaria de reducir
el aporte de grasas, habria que valorar también la restriccion dietética del coles-
terol, cuya ingesta elevada, pese a sus importantes funciones biologicas para el
organismo, podria afectar negativamente a la salud cardiovascular del nifio.

Respecto a los indicadores de calidad, ya se ha dicho anteriormente que el
perfil calérico de los menus de iniciacion y completos de GD se ajustaron a
los objetivos nutricionales establecidos. Sin embargo, los menus de iniciacion
y completos de GC estuvieron desequilibrados con un excesivo consumo de
grasas y proteinas e insuficiente aporte de hidratos de carbono, en linea con
lo indicado en otros estudios en centros educativos (Del Pozo et al., 2006;
Campos et al., 2008; Martinez et al., 2010).

Este patrdn es tipico en nuestro pais y ya se puso de manifiesto por Lambert
et al. (2004) en un estudio sobre la alimentacién de nifios y adolescentes
europeos, indicando la menor ingesta de hidratos de carbono en los paises
mediterraneos y resultando Espafia y Grecia los paises con ingesta de grasa
mas elevada. El reciente Estudio Nutricional en Poblacion Infantil Espanola
(EsNuPI) en nifios entre 1 y 10 afios, confirma este patron dietético (protei-
nas 16,5%, carbohidratos 45,4% y grasas 36,5%) (Madrigal et al., 2020), en
consonancia con otros estudios previos en nifos y adolescentes espafoles
(ALSALMA de Dalmau et al., 2015; ANIBES de Pérez-Rodrigo et al., 2016 y
ENALIA de Lopez-Sobaler et al., 2017).

En el caso de los menus de iniciacion de GC, donde el desequilibrio es mas
llamativo, el elevado aporte energético de los lipidos, con un 47,71%, unido al
alto porcentaje proteico (22,15%), se relaciona con el bajo aporte de los hidra-
tos de carbono mencionado anteriormente (30,14%). Una posible explicacion
es el postre diario a base de yogures ofrecido en GD, en detrimento del puré
de frutas, fuente de hidratos de carbono. No hay que olvidar que los postres
lacteos deben ser un complemento, pero no sustituir a la fruta. Para los menus
completos de GC el reajuste también seria deseable, disminuyendo el consu-
mo de carne y aumentando el consumo de pescados, huevos y alimentos de
origen vegetal (ensaladas y frutas).

Un perfil lipidico equilibrado es beneficioso para prevenir las enfermedades
cardiovasculares por el papel protector que desempefian las grasas insatura-
das y la asociacion entre la excesiva ingesta de AGS y niveles altos de coleste-
rol LDL plasmatico. Por tanto, ademas de la cantidad de grasa total ingerida es
importante conocer el tipo de AG ingeridos. El porcentaje de AGS se aproximoé a
los objetivos nutricionales del 7-8% en los menus completos (GD: 6,82% y GC:
8,73%) y en el menu de iniciacion de GD (6,38%). Los menus a base de purés
de GC presentaron una cantidad excesiva de AGS (12,31%). El porcentaje de
energia total aportada por los AGPI también se aproximoé en lineas generales a
los objetivos nutricionales del 5%, con una presencia de 3,94% y 5,25% en los
menus de iniciacion de GD y GC, respectivamente, y del 4,68% y 4,86% en los
menus completos de GD y GC. El objetivo nutricional del 20% de AGMI en los
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menus de GD no se alcanzé (iniciacion: 16,49% y completo: 17,29%), aunque
cumpliria el propuesto por Ortega et al. (2014b) del 15-20%. Este objetivo fue
superado en los menus de GC (ampliamente en los de iniciacion: 26,26% y lige-
ramente en los menus completos: 20,72%), lo que podria deberse a un mayor
uso del aceite de oliva en las recetas, habitual en nuestra dieta.

En el estudio de los CEI de Sevilla se presentaron valores deficitarios en las
grasas insaturadas (AGMI y AGPI) y adecuados en las grasas saturadas (Ver-
gara et al., 2016), que concuerdan con los resultados en menus de colegios
(Del Pozo et al., 2006; Campos et al., 2008). Por el contrario, los menus de los
CEIl de Granada presentaron una correcta proporcion de los AG respecto a la
energia total (Seiquer et al., 2016).

Conocer la ingesta media de grasa y el perfil lipidico es relevante, pero tam-
bién es importante considerar aspectos de la calidad de la grasa.

Asi, los objetivos nutricionales para el aporte energético a partir de AG frans
indican que tienen que ser inferior al 1%. Asi ha ocurrido en los menus com-
pletos de GD 0,40% y GC 0,50% y en los menus de iniciacién de GD con un
0,18%. En el caso de los menus de iniciacion de GC el aporte de AG trans se
ha ajustado a lo aconsejado (1,02%).

La ingesta media de AGPI w-3 fue inferior a la recomendacion del 1-2% de la
energia total en todos los menus de ambas gestiones: menu de iniciacion GD
0,77% y GC 0,87%; menu completo GD 0,73% y GC 0,68%. Los valores de
AGPI w-6 fueron 3,13% en los menus de iniciacion de GD y 4,18% en los de
GC y para los menus completos de GD y GC del 3,86%y 4,09%, respectiva-
mente. Los valores hallados estan alrededor del 3% recomendado por Serra'y
Aranceta (2011) y Moreiras et al. (2018) y dentro de los objetivos nutricionales
si consideramos el 2-6% propuesto por Ortega et al. (2014b).

Los paises de altos ingresos suelen tener una dieta que contiene un alto con-
tenido en AGPI w-6, en detrimento de la ingesta de w-3, por lo que la razén
entre w-6/w-3 normalmente excede la relaciéon aconsejada (<4:1), como ocu-
rre en nuestro estudio (menus de iniciacion GD 4,25 y GC 5,28; menus com-
pletos GD 6,31 y GC 6,93).

Otras dos relaciones empleadas para la valoracion de la calidad de la grasa
son AGPI/AGS y (AGPI + AGMI)/AGS. Para la primera razén el objetivo nu-
tricional establece que este indice deber ser 20,5, siendo incumplido en los
menus de iniciacion de GC (0,43). El resto si lo satisface, con un 0,64 en los
menus de iniciacién de GD y en los menus completos de GD y GC con un
0,74 y 0,60, respectivamente. La recomendacion del indice (AGPI + AGMI)/
AGS refiere que tiene que ser 22 y se cumplié tanto en los menus de iniciacion
como en los completos en ambos tipos de gestion.

En el estudio de los menus ofertados en las guarderias de Granada obtuvie-
ron resultados similares en ambos indices: AGPI/AGS 0,8 y (AGPI + AGMI)/
AGS 22 (Seiquer et al., 2016).
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Con todo lo sefalado anteriormente, es importante tener en cuenta un buen
aporte de AG esenciales asi como w-3 y w-6 importantes en el desarrollo del
nifno y su salud futura.

La mayor parte de las ingestas medias de las vitaminas recogidas en la Tabla
58 y 59 fueron adecuadas, e incluso algunas superaron las IR diarias de Mo-
reiras et al. (2018). Fue el caso de la piridoxina, el acido folico y la vitamina K
en ambas modalidades de los menus de iniciacion y, ademas, en los de GC
también excedieron las IR diarias la niacina, la cianocobalamina y la vitamina
A. En los menus completos superaron las IR diarias la niacina, la vitamina Ay
la vitamina K en ambas modalidades de gestion. Los contenidos de vitamina
D fueron muy bajos en los dos menus de ambos tipos de gestion (menus de
iniciacién: GD 0,05%; GC 0,86% y menus completos: GD 2,07%; GC 1,4%,
de las IR diarias). Otras vitaminas que han presentado valores bajos, dentro
de nuestros resultados, han sido la vitamina E en los menus de iniciacion de
ambas modalidades de gestion (GD 22,50%; GC 19,17% de las IR diarias) y
en los completos de GC (26,5% de la IR diaria) y la vitamina A en los menus
de iniciacion de GD (22,30% de la IR diaria).

Nuestros resultados coinciden con los realizados en otros CEI espafioles que
también obtuvieron, en general, un contenido de vitaminas adecuado en los
menus ofertados (Seiquer et al., 2016, Vergara et al., 2016). Es mas, en el
caso de los CEIl granadinos (Seiquer et al., 2016) algunas vitaminas (acido
folico, vitamina Ay C) superaron las IR, que a su vez concuerda con los resul-
tados de las comidas analizadas en otros centros escolares (Del Pozo et al,
2006; Campos et al., 2008; Martinez et al., 2010; Zulueta et al., 2011). Contra-
riamente a nuestro estudio y a los citados anteriormente, en los CEl sevillanos
la vitamina D super? las IR. Por el contrario, encontraron cantidades muy infe-
riores a las recomendadas de vitamina C y E (Vergara et al., 2016).

En el estudio EsNuPI también se ha obtenido una preocupante ingesta de
vitamina D (Cuadrado-Soto et al., 2020). La vitamina D es importante para la
prevencion de la osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo
2 y cancer. La baja oferta de pescado azul puede que haya contribuido al bajo
contenido en vitamina D de los menus. Esta carencia se puede compensar
con el resto de comidas diarias y con otras fuentes de vitamina D como los
productos lacteos (2 raciones/dia) y la yema de huevo, o incluso férmulas
enriquecidas. Ademas, existe la posibilidad de una sintesis enddégena de esta
vitamina por exposicion a la luz solar.

En cuanto a las ingestas medias de los minerales, en general, se han ajusta-
do a las IR diarias para los nifios de edad preescolar de Moreiras et al. (2018),
aunque algunos de estos micronutrientes superaron estas recomendaciones.
Este exceso se presentd en el potasio de los dos menus de ambas modali-
dades, en el fosforo del menu de iniciacion de GC, en el selenio del menu de
iniciaciéon de GC y del menu completo de ambas modalidades y en el sodio
del menu completo de ambas modalidades. Por otro lado, en nuestra escala
de resultados, los minerales que han presentado los niveles mas bajos de IR
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diarias han sido el calcio (14,39%), el zinc (24,00%) y el yodo (23,73%) de los
menus de iniciacion de GD y el calcio (GD 17,85%; GC 21,17%) y el zinc (GD:
20,80%; GC: 20,70%) de los menus completos de ambas modalidades.

Nuestros resultados son consonantes con los publicados en otros CEI. Ver-
gara et al. (2016) hallaron un alto aporte de potasio y selenio y bajo de calcio.
Seiquer et al. (2016) declararon niveles de calcio del 16% de la IR diaria y del
21% en zinc. En colegios, Campos et al., (2008), encontraron niveles defici-
tarios en el yodo, zinc y hierro, mientras que Del Pozo et al. observaron que
todos los minerales evaluados (calcio, hierro, magnesio y zinc), aportaron mas
del 35% de las IR diarias.

La deficiencia de zinc se ha relacionado con déficit de crecimiento y altera-
ciones del gusto y del olfato, por lo que hay que promover el consumo de las
principales fuentes de este mineral (carnes, pescados, legumbres, lacteos y
cereales) y complementar su consumo en otras comidas del dia, lo que ayu-
daria a aproximar la ingesta de este micronutriente, esencial en la sintesis de
hormonas tiroideas y en la capacidad cognitiva del menor, a la recomendada.

Los niveles bajos de calcio pueden tener su explicacion en que el mayor apor-
te se proporciona en los productos lacteos consumidos en otras comidas del
dia (desayuno, merienda). Esta justificacion se ve reforzada con el valor me-
dio mas alto de calcio de 232 mg de los menus de iniciacion de GC que todos
los dias ofrecian yogur de postre. En cualquier caso, las IR diarias para el
calcio, equivalentes a 2 raciones de lacteos/dia, se pueden compensar con el
desayuno o merienda y asegurar el nivel adecuado de este mineral indispen-
sable para la 6ptima formacion de la masa 6sea y crecimiento del esqueleto
del nifo.

En relacién con la osificacion también hay que tener en cuenta la ingesta del
fésforo ya que se recomienda una razén Ca/P entre 1:1y 2:1 en la dieta, por-
que asegura un aprovechamiento maximo del calcio (Ortega et al., 2014b). En
ninguno de los menus estudiados se alcanzo esa relacion (menus de inicia-
cion GD 0,51; GC 0,60 y menus completos GD 0,40; GC 0,41), debido al bajo
contenido en calcio y al elevado en foésforo (como consecuencia de la oferta
de menus con alto contenido en proteina), a similitud de otros dos estudios en
guarderias (Seiquer et al., 2016; Vergara et al., 2016) y en poblacién infantil
(Cuadrado-Soto et al., 2020). Este hecho puede afectar desfavorablemente
a la formacién y desarrollo 6seo en edad preescolar y suponer riesgo de os-
teoporosis en el futuro.

Tanto en los dos estudios citados en CEIl de Andalucia como en nuestro es-
tudio se obtuvieron valores adecuados de hierro cuyas necesidades son ele-
vadas en fases de gran crecimiento y su ingesta suele asegurarse con el
consumo de raciones de carne.

Por otro lado, referente a la ingesta de sal, las recomendaciones de la AEP
son 0,8 g/dia de sodio para los nifios de 1 a 3 afios y menos de 0,4 g/dia de
sodio hasta los 12 meses (Gomez et al., 2018). La ingesta media de sodio fue
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adecuada en los menus de iniciacion con 230,25 mg en GD y 183,75 mg en
GC, por lo que habria que controlar su consumo en el resto de comidas para
no superar el limite recomendado. En los menus completos los resultados de
GD excedieron la recomendacion diaria con una cantidad media de 805,79
mg y practicamente alcanzaron la IR diaria en GC con una ingesta 767,89
mg. La cantidad excesiva de sodio puede proceder del consumo elevado de
precocinados, patatas fritas, carnes y derivados, pescados y derivados, pero
en nuestro ambito de estudio hay que valorar la sal discrecional (sal afadida
durante el cocinado y, en menor medida, en la mesa).

Otro indice nutricional para determinar la calidad de la dieta es la relacion sodio/
potasio que debe ser proxima a 1 (OMS, 2003). En los menus completos hemos
descrito unos valores altos de sodio, pero también hemos sefalado que la ingesta
de potasio fue elevada, por lo que este indice se ajusta a las recomendaciones
debido a la excesiva ingesta de ambos minerales (GD 0,99 y GC 0,95). Sin em-
bargo, en los menus de iniciacidn donde la ingesta de sodio fue correcta y la de
potasio excesiva, el indice presenta unos valores bajos (GD 0,30 y GC 0,17).

En el estudio de la planificacion del menu escolar de Moran et al. (2013), el
control aleatorio de porciones duplicadas del menu para el analisis bromatolo-
gico, permitio identificar que el aporte energético y el porcentaje de proteinas
y grasas sobre el valor caldrico total eran elevados. Esta experiencia puso de
manifiesto que la exclusiva informacion de la planilla del menu no proporciona
la totalidad de la informacion nutricional.

Por tanto, una posible limitacién de nuestro estudio podria ser que para la eva-
luacioén cuantitativa de los menus ofertados se han utilizado datos secundarios
(programacion mensual de los menus). En este sentido, Martinez et al. (2010),
realizaron la evaluacion mediante fotografias estandarizadas con distintos ta-
manos de racion y midiendo volumenes de los utensilios en el servicio de las
comidas. Zulueta et al. (2011) determinaron la ingesta real cuantitativa total y
cualitativa mediante la técnica de doble pesada de alimentos y la estimacion
visual de los residuos (método de Comstock). Estos autores concluyeron que
la estimacién de la ingesta nutricional es siempre un método impreciso, sien-
do la técnica de doble pesada mas precisa que la técnica de Comstock, que
sirve de complemento de la primera, aunque de un modo mas subjetivo. En
el estudio de Campos et al. (2008), registraron los alimentos por el método de
doble pesada, pero finalmente acabaron evaluando sobre la racién servida,
porque les fue imposible llevar a cabo la valoracion por el escaso numero de
cuidadores en los comedores.

En nuestro estudio no hemos realizado un analisis bromatolégico, ni hemos
evaluado la calidad nutricional de la dieta a través de la cantidad real servida
en los platos en los comedores de los CEI ni del consumo de los escolares,
pero la informacion recabada a partir de las planillas de los menus, fichas
técnicas y conversaciones con las empresas de GD y GC, la consideramos
una fuente de informacion regular y que permite una aproximacion bastante
fidedigna.
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4.3.2 Estudio de la composicion y variedad de los menus completos

4.3.2.1 Frecuencia de oferta de los diferentes grupos de alimentos

Los cereales y derivados (arroz, pasta y pan) deben constituir la base de la ali-
mentacion infantil en los menus de centros educativos. En ambas modalidades
de servicio se presentd una racion diaria de pan. En GD mas del 70% de los ciclos
cumplieron las recomendaciones de 4 raciones mensuales en cuanto a la oferta
de pasta con una media de 4,18 raciones/mes. Ademas, un porcentaje superior
al 60% alcanzé la frecuencia recomendada de 4 raciones para el arroz con una
media total de 3,64 raciones/mes. Sin embargo, en GC los platos con arroz se
quedaron muy por debajo de las 4 raciones deseadas (1,45 raciones/mes), sin
que se cumplieran las recomendaciones en ningun ciclo de menus. Este déficit se
podria resolver disminuyendo el alto numero de platos de pasta que se sirvieron
(7,36 raciones/mes), que excedieron las recomendaciones en todos los ciclos.

Hay que destacar que en la ultima piramide de la alimentacion saludable se
hace hincapié en la importancia de dar a los nifios alimentos a base de cerea-
les integrales (pan, pasta, arroz), porque son mas ricos en fibra, vitaminas y
minerales que los refinados (Aranceta-Bartrina, 2019).

El otro bloque de primeros platos lo constituyen las verduras y otras hortali-
zas (incluidas las patatas) y las legumbres. Se recomienda que sean consu-
midas entre 4-8 veces al mes. En este caso, el 100% de los ciclos de menus
de GC cumplieron con estos requisitos con una media de 5,73 raciones men-
suales para verduras y otras hortalizas y de 6,36 raciones para legumbres.
Mientras tanto, en los menus de GD, el 72% de los ciclos sobrepasaron las
recomendaciones de verduras y otras hortalizas representado con una oferta
media de 8,82 veces al mes y las legumbres presentaron un ligero déficit (3,55
raciones/mes) observandose las recomendaciones en el 55% de los ciclos.

La Figura 17 representa el numero de raciones ofertadas de todos los prime-
ros platos evaluados en funcion de la modalidad de gestidn y comparadas con

mGD

b mGC
m DoCACE

n° raciones/mes
o P N W b U1 OO N 00 O

Arroz Pasta Legumbres Hortalizas y
verduras

Primeros platos
*Diferencias significativas (<0,001)

Figura 17. Numero de raciones ofertadas de primeros platos segun el modelo de gestion
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las frecuencias semanales recomedadas por el DOCACE (MSPSI, 2010), una
vez que se han extrapolado a un ciclo semanal (20 dias lectivos).

Es recomendable que las hortalizas, verduras y tubérculos se consuman dia-
riamente, ya sea cocinadas en los primeros platos o crudas como en las ensa-
ladas, que es la mejor manera de aprovechar sus minerales. Por ello, se acon-
seja que se sirvan entre 12-16 ensaladas variadas al mes acompafando a los
segundos platos. Las guarniciones de ensalada en GD casi alcanzaron este
objetivo (11,27 raciones/mes) al ser cumplido en mas de la mitad de los ciclos
de menus, mientras que en GC no se acercaron al valor deseado con 6,18
raciones de media y solo un ciclo de menus cumplio la frecuencia aconsejada.

Por el contrario, en GC otro tipo de guarniciones (patatas, hortalizas, legum-
bres, etc.) se presentaron con mayor frecuencia (9,18 raciones/mes) que la
recomendada (4-8 raciones/mes), al ser excedida en el 64% de los ciclos. El
73% de los ciclos de GD cumplieron con los valores de referencia con una
media mensual de 4,09 raciones. Es de destacar, que la presencia de patatas
fue baja y que la fritura fue sustituida por otras formas de cocinado (cocidas,
al vapor), evitando el abuso de patatas fritas y el consiguiente elevado aporte
de sal que se ha reportado en el estudio ENALIA (Lopez-Sobaler et al., 2017).

Respecto a los segundos platos, principal fuente proteica, las carnes y pes-
cados se recomiendan consumir 4-12 veces y los huevos 4-8 raciones al
mes. En GD se cumplieron estos requisitos para las carnes y pescados en los
11 ciclos de menus y para los huevos en todos menos en febrero con una me-
dia de 7,18, 6,45 y 4,09 raciones, respectivamente. Sin embargo, en GC solo
cumplieron el 18% de los ciclos las frecuencias establecidas para los huevos
con una media de 3 raciones y para los pescados el 70% con un consumo de
3,82 raciones al mes. Estas carencias se podrian solventar aumentando la
oferta de estos dos segundos platos en detrimento del consumo de carne que
presenté una media de 10 veces al mes, cercana al limite superior recomen-
dado. Ademas, esta reduccion del consumo de carne ayudaria a ajustar otros
desequilibrios mencionados en macronutrientes y micronutrientes, como el
excesivo aporte proteico, lipidico, de colesterol o sodio.

Es importante recordar que el DOCACE (MSPSI, 2010), recomienda incluir las
preparaciones carnicas con mayor contenido graso (salchichas, hamburgue-
sas, albondigas, etc.) con una frecuencia maxima de una vez por semana,
evitando que estén acompafadas de guarniciones fritas. Este aspecto se ha
cumplido normalmente en ambas modalidades.

EI DoCACE (2010) aconseja limitar el uso de productos precocinados (cane-
lones, pizzas, croquetas, empanadillas, rebozados y empanados, etc.) a una
frecuencia maxima de tres veces al mes, evitando de nuevo, que las guarni-
ciones de acompafamiento sean frituras. Tanto GD como GC, cumplieron con
esta premisa (0,90 y 1,18 raciones/mes, respectivamente).

La Figura 18 representa el numero de raciones ofertadas de todos los se-
gundos platos evaluados en funcion de la modalidad de gestién y compara-
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Figura 18. Numero de raciones ofertadas de segundos platos segun el modelo de gestion

das con las frecuencias semanales recomendadas por el DoCACE (MSPSI,
2010), una vez que se han extrapolado a un ciclo semanal (20 dias lectivos).

Por ultimo, para los postres se recomienda consumir fruta de temporada,
madura y fresca al menos cuatro veces a la semana. Todos los ciclos de GD
cumplieron satisfactoriamente al ofrecer una media de 18,73 piezas al mes,
mientras que en los menus de GC no se cumplieron en ningun ciclo las reco-
mendaciones mensuales de 16-20 piezas. Solamente se sirvieron 11,91 ve-
ces al mes debido a que dos veces por semana solian presentar postre lacteo
(yogur), cuando la recomendacion es como maximo una vez a la semana.
Al menos se priorizo yogur frente a otros productos lacteos mas azucarados
(natillas, flan, etc.). En ambas modalidades de servicio se rotaba la fruta, prin-
cipalmente entre pera, manzana, naranja y platano, pero seria deseable la
presencia de otras frutas de temporada.

Otras consideraciones, como que el agua sea la unica bebida y el empleo de
aceite de oliva para alifar o el uso en crudo, fueron observadas por las dos
modalidades de gestion del servicio de alimentacion.

La Figura 19 representa el numero de raciones ofertadas de las guarniciones
y postres evaluados en funcion de la modalidad de gestidén y comparadas con
las frecuencias semanales recomedadas por el DOCACE (MSPSI, 2010), una
vez que se han extrapolado a un ciclo semanal (20 dias lectivos).

Al comparar nuestros resultados con los de los dos estudios realizados pre-
viamente en guarderias, hay que recalcar que estos se basaron en las reco-
mendaciones del Programa PERSEO (MISACO, 2008), aunque Vergara et
al. (2016) también extrapol6 el numero de raciones ofertadas de todos los
grupos de alimentos a frecuencias mensuales. La oferta de pasta y arroz en
los CEIl evaluados por Vergara et al. (2016), fue ligeramente superior a lo reco-
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Figura 19. Numero de raciones ofertadas de guarniciones y postres segun el modelo de
gestion

mendado, mientras que las legumbres se ajustaron a lo deseado. Para estos
mismos platos, Seiquer et al. (2016) consideraron el reparto bastante adecua-
do. Asimismo, estos ultimos autores mostraron una oferta diaria y variada de
verduras y otras hortalizas, principalmente en forma cruda como ensalada. En
cambio, en los CEI de Sevilla se obtuvieron incumplimientos con las verduras
y otras hortalizas. Ambos estudios también mostraron frecuencias menores a
las esperadas en el grupo de las frutas (Vergara et al., 2016).

Este déficit de frutas y hortalizas también se ha encontrado en colegios (Zu-
lueta et al., 2011; Berradre-Saenz et al., 2015; De Mateo et al., 2015; Castro
et al., 2016). En el estudio en colegios vascos, se observo que la guarniciéon
vegetal prevista en el menu no se servia en el 40% de las ocasiones y que el
70% de los nifios a los que se les servia guarnicién vegetal no se la comian.
Todos los estudios concluyeron que habia que incrementar la oferta de los
vegetales (preferiblemente en el primer plato ya que en la guarnicion es inefi-
caz), asi como el incremento de frutas en lugar de postres lacteos.

A pesar de las campafias para promocionar el consumo de frutas y hortalizas,
como el plan de consumo de estos alimentos en las escuelas (MAGRAMA,
2009), sigue habiendo un rechazo por parte de la poblacion infantil hacia las
verduras y frutas debido a factores como el sabor, el color y una falta de dis-
ponibilidad. A tenor de nuestros resultados, en los CEI del Ministerio de De-
fensa se esta realizando un esfuerzo notable para la introduccion de frutas y
verduras segun las recomendaciones de la guias, lo que ayuda a explicar los
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resultados de fibra, vitaminas y minerales obtenidos, aunque en los menus de
GC es mejorable la frecuencia de frutas y ensaladas.

Por otro lado, en los CEl de Granada (Seiquer et al., 2016), los alimentos
proteicos de origen animal (carnes, pescados y huevos) se sirvieron acordes
a los valores propuestos, como ha ocurrido en los menus de GD de nuestro
estudio. En cambio, en los CEIl de Sevilla el pescado mostré un valor ligera-
mente inferior al recomendado y las carnes se presentaron en exceso (Ver-
gara et al., 2016). Este hecho referente al exceso de los alimentos carnicos y
deficitario en pescado y huevos ocurrié también en las escuelas granadinas,
vascas, madrilefas, castellanoleonesas y andaluzas (Martinez et al., 2010;
Zulueta et al., 2011, Berradre-Saenz et al., 2015, De Mateo et al., 2015; Cas-
tro et al., 2016). Estos autores recomendaron la disminucion de carnes y el
aumento de pescados y huevos, que ha sido la medida propuesta en nuestro
estudio para los menus de GC.

En nuestros resultados se han encontrado diferencias estadisticamente signi-
ficativas en la frecuencia de oferta de todos los grupos de alimentos, menos
en los precocinados, entre la GD y la GC. En la linea de nuestros resultados,
Diez et al. (2018) también encontraron diferencias significativas en la frecuen-
cia ofertada para los diferentes grupos de alimentos segun la modalidad de
gestion. Sin embargo, en los estudios realizados en los colegios de Grana-
da y Madrid no encontraron diferencias significativas en la calidad del menu
elaborado en cocina propia o por servicio de catering, aunque estos ultimos
ofrecian mas carne y menos pescado, huevos y fruta en concordancia con
nuestros resultados (Martinez et al., 2010; Berradre-Saenz et al., 2015). De
Mateo et al., (2015) tampoco encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en funcion del tipo de gestidén, aunque el sistema de catering ofrecio
mayor calidad dietética.

En nuestro estudio se tomé como referencia las directrices del DoCACE
(MSPSI, 2010), mientras que los estudios de los CEl andaluces (Seiquer et
al., 2016; Vergara et al., 2016), como se ha dicho anteriormente, se basaron
en el Programa PERSEO (MISACO, 2008). Los ultimos estudios publicados
en escuelas espafolas también utilizaron las recomendaciones del DoCACE,
incluso varios de ellos han elaborado cuestionarios o propuesto otras reco-
mendaciones que mejoran las directrices del DOCACE (Moran et al., 2013; De
Mateo et al, 2015; Llorens-Ivorra et al., 2016; Diez et al., 2018; Soares et al.,
2020b).

De Mateo et al. (2015), elaboraron un cuestionario de comedores escolares
(COMES) de 15 items para la evaluacion dietética de los menus escolares
en colegios de Castilla y Ledn, siguiendo las directrices del DoCACE. Los 8
primeros hacian referencia a la frecuencia de consumo de alimentos y los res-
tantes a otras caracteristicas, que se puntuaban con 0 (negativas) 6 1 (afirma-
tivas), valorandose la puntuacion final en 4 rangos (muy deficiente, mejorable,
aceptable, 6ptimo). Las frecuencias de consumo que propusieron fueron mas
restrictivas que las del DoCACE, al considerar que este documento presenta
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unos rangos muy amplios para las frecuencias de consumo de los grupos de
alimentos mas problematicos en la edad infantil.

En otro estudio posterior, Llorens-Ivorra et al. (2016) consideraron el DOCACE
bastante completo, pero lo mejoraron incorporando las recomendaciones re-
feridas a la patata frita, pescado azul y frito y aumentaron la cantidad mensual
de ensalada, arroz y pasta, legumbres, pescado y huevos. Para ello, disefia-
ron un cuestionario para la evaluacion del equilibrio alimentario y clasificacion
de menus escolares (EQ-MEs), basado en 17 items con una puntuacién (0 6
1), de cuya suma resulto el indice de equilibrio y una escala cualitativa para
los intervalos de ese indice (muy poco equilibrado, poco equilibrado, adecua-
do, equilibrado). Tomaron como base las distintas guias editadas por las CC.
AA.yla AESAN y las compararon con las recomendaciones sobre el consumo
mensual de grupos de alimentos de paises de nuestro entorno. En otro estu-
dio del mismo grupo de investigacion (Llorens-Ivorra et al., 2018), probaron
este cuestionario empiricamente en 5100 menus de colegios de la Comunidad
Valenciana, obteniendo que la mayoria de los menus ofertados fueron ade-
cuados para la poblacién infantil. Para su mejor equilibrio deberian reducir las
raciones de patatas fritas, arroz y pasta, carne, fritos y lacteos, e incrementar
las de legumbres, pescado, pescado azul y fruta.

Recientemente, otro estudio ha valorado la aplicabilidad del DoCACE como
referente para evaluar la adecuaciéon de los menus escolares a las recomen-
daciones de una alimentacion saludable. Para ello, el estudio se centro en los
menus mensuales de 28 centros educativos estableciendo categorias (gru-
pos de alimentos presentes en las recomendaciones del DoCACE), que fue-
ron divididas en subcategorias segun las caracteristicas nutricionales de los
alimentos de cada grupo. En general, los centros adecuaron la oferta de la
mayoria de los grupos de alimentos (legumbres, carnes, pescados, huevos)
a las recomendaciones, lo que concuerda con los resultados de los menus
de GD de nuestro estudio. Sin embargo, presentaron una oferta superior de
otros postres (lacteos y productos azucarados), verduras y otras hortalizas
y otras guarniciones, e inferior de frutas, ensaladas, arroz, pasta y precoci-
nados, mas en consonancia con los resultados de los menus de GC de los
CEI del Ministerio de Defensa. Por otra parte, el analisis por subcategorias
puso de manifiesto que dicha oferta no se correspondia con una alimentacion
saludable (predominio de vegetales cocidos, exceso de carnes procesadas,
patatas fritas). Como en otros estudios en colegios que han sido mencionados
anteriormente, tampoco obtuvieron diferencias significativas entre la forma de
gestion del centro o la existencia de cocina propia. La conclusion del estudio
determiné que el DoCACE es una herramienta util pero precisa una mayor
especificidad (Soares et al., 2020Db).

Estas consideraciones refuerzan la necesidad de revisar las directrices del
DoCACE de acuerdo con el conocimiento cientifico actual y plasmarlas en
una norma junto con un sistema de seguimiento y evaluacion. Por otro lado, la
heterogeneidad regional de las politicas alimentarias que abordan la alimenta-
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cion saludable en las escuelas necesita ser reglamentada con unas directrices
consensuadas (Monroy-Parada et al., 2019; Sanchez et al., 2019).

4.3.2.2 Rotacion mensual de alimentos

Respecto a la rotacion mensual de alimentos dentro de un mismo grupo se
cumplieron las recomendaciones relativas a carnes (dando prioridad a las car-
nes blancas de ave), fruta, (aunque ya se ha indicado que seria conveniente
introducir mas fruta de temporada), hortalizas y legumbres. En este ultimo
grupo se ofertaron lentejas, garbanzos y judias blancas como en el estudio de
Micé et al. (2013).

Sin embargo, destaca la falta de variedad en cuanto a pescados. En GD pre-
dominé la merluza, siendo la Unica especie de pescado ofrecida en sus dife-
rentes presentaciones y técnicas culinarias, en 10 de los 11 ciclos evaluados.
Enero, fue el unico mes que presento la minima rotacion recomendada de tres
especies diferentes de pescado (merluza, halibut y tilapia). En los menus de
GC, se rotd el minimo establecido al alternar merluza con filetes de bacalao,
limanda y rosada en seis ciclos de menus. Otros dos meses cumplieron la
variedad de tres pescados ya que a la merluza le acompafaron empanadillas
de atun y croquetas de bacalao. Este tipo de productos pueden contener can-
tidades de pescado inferiores a las deseadas y considerarse mas bien un pre-
cocinado que una racion de pescado, hecho que habria que tener en cuenta.

Ademas, las empanadillas de atun son uno de los tres platos que contienen
pescado azul, junto a la pasta con tomate y atun, y a la tortilla con atun en
los menus de GC. En los menus de GD solo aparece pescado graso en dos
meses como parte de la tortilla de atun. Esto pone de manifiesto la escasez de
pescado azul en los menus, puesto que el DOCACE fomenta la variedad y al-
ternancia de pescados azules y blancos, sugiriendo su disponibilidad en canti-
dades iguales (MSPSI, 2010). Los pescados azules contienen mayor cantidad
de grasa, y su inclusién mas frecuente en los menus aportaria mayor cantidad
de AG w-3, vitamina D y calcio que han presentado niveles bajos y son funda-
mentales en el desarrollo del sistema nervioso y en el crecimiento en general.

La explicacion a estos resultados por parte de las empresas que disenaban los
menus fue que la merluza era el pescado mas aceptado por los nifios. Otros
pescados provocan rechazo, por ejemplo pescados azules como el atun que
resulta seco o las sardinas que presentan demasiadas espinas. Esta aver-
sion puede solventarse con presentaciones sin espinas (lomos, medallones,
delicias, albondigas o hamburguesas de pescado, etc.), siempre y cuando no
sean platos precocinados, y con preparaciones con salsas preparadas a base
de verduras y otras hortalizas.

En el estudio de Vergara et al. (2016), todos los centros cumplian con la rota-
cion de alimentos excepto uno, en el que se ofrecidé solo merluza en el grupo
del pescado. En estudios llevados a cabo en colegios la variedad de pescado
se considero, en general, adecuada (Moran et al. 2013, Diez et al., 2018).
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Concretamente, en el ultimo de ellos se evalué la calidad culinaria de los me-
nus escolares de Asturias y la variedad de los alimentos dentro de los dife-
rentes grupos de alimentos tuvo un buen cumplimiento en mas del 80% de
los centros. Los grupos que no cumplieron los criterios de variedad fueron las
frutas (4 variedades/mes) y los carbohidratos (=6 variedades/mes). En el caso
de las frutas, realmente no se pudo valorar la variedad ya que aparecia como
“fruta de temporada”, quedando sujeto a la disponibilidad en el mercado y al
precio. Respecto a los carbohidratos (pasta, arroz y patatas), los colegios con
GD ofrecieron mas variedad debido, posiblemente, a la mayor flexibilidad que
aporta la autogestion (Diez et al., 2018). El estudio de De Mateo et al. (2015),
también determiné una variedad de alimentos adecuada.

El comedor escolar es un excelente lugar para la aceptacién de nuevos platos,
oportunidad que deber aprovecharse para dar a conocer los distintos tipos de
alimentos dentro de un mismo grupo.

4.3.2.3 Rotacion de recetas

La rotacion de las recetas a lo largo de dos semanas consecutivas es un
punto a mejorar en los menus de GD, como muestra la Tabla 65. Respecto a
los primeros platos, las patatas guisadas fueron la receta que mas se repetia,
seguida de pisto, platos con base de arroz (arroz con tomate, arroz tres deli-
cias, ensalada de arroz) y pasta con tomate. La repeticion de recetas en los
segundos platos de pescado fue mayor que en las carnes. Principalmente se
repetia la receta de merluza en salsa verde y los jamoncitos de pollo asados.

En el estudio de Vergara et al. (2016), encontraron que en 5 de los 6 CEl repe-
tian excesivamente las recetas para un mismo grupo de alimentos, sobre todo
aquellos usados como guarnicion. En los colegios asturianos, la recomenda-
cion de no repetir receta en una misma quincena tuvo un cumplimiento acep-
table, siendo mejor en los colegios con GC (Diez et al., 2018), en consonancia
con nuestro estudio, si bien cabe destacar, que un alto porcentaje de colegios
no especificaban la receta empleada (“verduras”, “carnes”, “pescado”; “pes-
cado azul”’, “pescado blanco”), lo que implica una limitacion para valorar la

calidad dietética.

4.3.2.4 Variedad de técnicas culinarias

Ambas modalidades de gestion utilizaron una correcta variedad de técnicas
culinarias. Los principales procesos que utilizaron, tanto en primeros como en
segundos platos fueron el hervido, guiso, horneado, plancha y fritura. En el
grupo de alimentos de verduras y otras hortalizas se aprecidé algun mes con
excesiva presencia de cremas o pures, que se podria alternar con alguna otra
técnica como, por ejemplo, salteados. En GD los huevos siempre se presen-
taron como tortilla con diferentes ingredientes (jamoén york, queso, calabacin
o atun). Seria recomendable dar a conocer a los nifios otros procesos diferen-
tes de elaboracién del huevo, como por ejemplo el cocido o hervido (huevos
villarroy ofertados en GC). En esta modalidad de catering, Diez et al. (2018)
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encontraron limitaciones en la variedad de recetas y técnicas culinarias del
huevo (tortilla de patata en salsa o huevo cocido) debido al transporte en frio
y el calentamiento posterior.

Vergara et al. (2016) también encontraron una correcta variedad de técnicas
culinarias en los menus de los CEl estudiados, con un mayor empleo de her-
vidos y horneados en detrimento de los fritos.

En el estudio de Moran et al. (2013) sobre la efectividad de un sistema de
asesoramiento dietético, la insuficiente rotacion de técnicas culinarias no fue
causa de modificaciones en los menus por parte de los asesores. En los cole-
gios de Castilla y Ledn también se cumplio satisfactoriamente esta recomen-
dacion, aunque la presencia en los menus de fritos, rebozados y empanados
fue alta (De Mateo et al., 2015). Por ultimo, en la evaluacion de los menus
ofertados en colegios publicos, privados y concertados, Castro et al., (2016)
concluyeron que se debia ampliar la variedad de técnicas empleadas para la
elaboracion de las recetas.

4.3.2.5 Otras recomendaciones

Es importante recalcar que en las planillas de los menus de las dos gestiones
de nuestro trabajo, se incluye la informacion energética y la aportacion de
cada macronutriente. Para ayudar a los padres a completar las necesidades
energéticas con el resto de comidas del dia, la empresa de GD sugiere en
las citadas planillas el menu de la cena y la empresa subcontratada de GC
propone menus para la merienda. En el estudio en CEl, Vergara et al. (2016),
siguiendo el manual de ejecucién del Programa de Evaluacién de Menus de
la Junta de Andalucia (Moreno y Pérez-Rendon, 2010), también evaluaron la
informacion detallada en los menus para que los padres pudieran completar la
dieta de sus hijos de la manera mas correcta posible. En 4 de los 6 CEIl encon-
traron deficiencias en la informacién facilitada en los menus, principalmente
a la hora de especificar los tipos de frutas, componentes de la guarnicién y a
una denominacion demasiado general de las recetas.

Moran et al. (2013) analiz6 las causas mas recurrentes de modificaciones de
los menus escolares, resultando ser la mas frecuente la informacion incom-
pleta de los platos aportada por los menus (51%). Castro et al. (2016) también
concluyeron que se debia ampliar la informacion aportada por el menu.

Por otro lado, uno de los items incluidos en el cuestionario COMES fue la
informacion de las planillas de los menus, ya que consideraban que la infor-
macion era escasa, no lo suficientemente clara y dificil de interpretar por los
padres (De Mateo et al., 2015).

Llorens-lvorra et al. (2016) incluyeron dentro de los items de su cuestionario
EQ-MEs la informacion de los platos del menu. Consideraron que un menu
estaba mal informado cuando no especificaba su ingrediente principal y se-
cundario y, para que pudiera ser evaluable, no podian estar mal informados
mas de 5 menus de los 20 dias de un ciclo mensual. También propusieron otro
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criterio de calidad: la combinacion del primer y segundo plato. Asi, un menu
diario estaba mal combinado cuando el ingrediente principal del primer plato
era del mismo grupo que el del segundo plato, o la guarnicion del segundo era
del mismo grupo que del ingrediente principal del primero.

Diez et al. (2018) también evaluaron la especificacion de los alimentos y de
las recetas como ya hemos descrito anteriormente. Dentro de los grupos de
alimentos, especificaron siempre las variedades concretas de pescado solo
un 26,7%, de aceite un 16,4%, de fruta un 15,4%, de sal un 9,7% y las varie-
dades de verdura un 2,1%. En la especificacion de recetas utilizadas por gru-
pos de alimentos especificaron en pescados un 37,9%, en patatas un 27,2%,
en carnes un 11,3%y en verduras un 5,1%.

En nuestro estudio, también se ha encontrado una informacién incompleta. En
los menus de GD los mayores incumplimientos se cometieron al no especificar
en los segundos platos la especie animal de la carne o del pescado blanco y
en las guarniciones los componentes de la ensalada y verdura. En GC, a parte
de los mismos incumplimientos en cuanto al tipo de carne y componentes de la
guarnicién, también faltdé por especificar el ingrediente principal de algunos pri-
meros platos (puré de verduras, crema de hortalizas) y el tipo de fruta ofrecida.
También se menciond la técnica culinaria en ambas modalidades de gestion,
aunque se detecto alguna omision puntual del proceso culinario empleado.

Finalmente, en ambas empresas fue personal con formacion en nutricion
quien se encarg6 del disefio de los menus. En este sentido, la empresa sub-
contratada de catering conocia y utilizaba como referencia el DoCACE. En el
estudio de Berradre-Saenz et al. (2015), el 65,5% de los colegios encuestados
desconocia la existencia de este documento. El 70,3% tenia identificada a una
persona responsable de supervisar el menu y el 54,8% de los responsables
del menu tenian formacién acreditada en dietética y nutricion. En sus resul-
tados no encontraron diferencias estadisticamente significativas en la adhe-
rencia a las recomendaciones del DoCACE en funcién de tener o no un res-
ponsable del menu. Sin embargo, concluyeron la conveniencia de contar con
profesionales con formacion acreditada en nutricidon y dietética. Asimismo, tras
el gran desconocimiento del DOCACE, recomendaron impulsar estrategias de
difusién e implementacion de sus recomendaciones.

La discusién de nuestros resultados, pone en evidencia que es necesario le-
gislar en Espafa unos estandares que permitan la comparacion de resultados
entre estudios, y mas concretamente dirigidas a edad preescolar usuaria de
comedores en CEI. Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio po-
drian ayudar a la unificacion de criterios y asi poder establecer unos valores
de referencias o limites unicos, tanto en aspectos nutricionales como dieté-
ticos (composicién y variedad de los menus y calidad culinaria), que permitan
obtener datos comparables en la poblacion preescolar.

Otra medida a tener en cuenta para mejorar los desequilibrios encontrados
seria la aplicacion de programas de intervencion nutricionales. Una reciente
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revision sistematica sobre las intervenciones escolares realizadas en Espaina
a lo largo de la etapa de Educacion Primaria (6 a 12 anos), ha reportado que
cinco de los nueve estudios revisados mostraron resultados significativos en
torno a la mejora de los habitos alimentarios. En general, todas las interven-
ciones contribuyeron a la adopcion de un patrén de alimentacion mas equili-
brado (aumento en la ingesta de fruta, verduras y fibra y reduccién de azuca-
res) (Lopez-Gil et al., 2020). Estos autores han observado la falta de estudios
con intervenciones realizadas en el ambito escolar y consideran importante
recomendar la realizacion de un mayor numero de intervenciones nutriciona-
les, incluyendo también a otras edades (Educacion Infantil, Educacion Secun-
daria, etc.).

Por ultimo, los menus especiales dirigidos a nifos con reacciones de hiper-
sensibilidad alimentaria estan cada vez mas presentes en los comedores de
los CEI debido al aumento de la prevalencia de las mismas y la exigencia
legal de ofrecer menus especiales y alternativos en los comedores escolares.
Estos menus deben ser equilibrados nutricionalmente y ofertarse segun las
recomendaciones propuestas para los menus basales. Un reciente estudio
(Garcia et al., 2019) ha analizado los menus sin gluten en comedores esco-
lares de Granada obteniendo unos resultados, en términos generales, equili-
brados. La pasta sin gluten fue la base del primer plato, en el segundo plato
la carne excedio las recomendaciones y las verduras y frutas se ofertaron
adecuadamente. La ingesta energética y distribucion de macronutrientes tam-
bién fue correcta, aunque con una cantidad media superior a lo recomendado
de hidratos de carbono y fibra. La ingesta de calcio y vitamina D no alcanzé
lo aconsejado y el sodio presenté un consumo elevado. Estas irregularidades
observadas suelen ser comunes también a lo publicado sobre menus basales
no dirigidos a nifos celiacos. Por tanto, la evaluacion nutricional de este tipo
de menus en los CEI del Ministerio de Defensa debe considerarse como una
accion futura.

199






CAPITULO V

INVESTIGACION DE SUSTANCIAS CAUSANTES
DE ALERGIAS E HIPERSENSIBILIDADES NO
ALERGICAS EN LOS MENUS ESPECIALES






CAPITULO V. INVESTIGACION DE SUSTANCIAS
CAUSANTES DE ALERGIAS E HIPERSENSIBILIDADES
NO ALERGICAS EN LOS MENUS ESPECIALES

El objetivo especifico de este capitulo es investigar, en los menus especiales,
la presencia de las sustancias causantes de alergias e hipersensibilidades no
alérgicas a los alimentos de mayor prevalencia en edad infantil.

Para ello, se ha investigado la presencia de proteina de leche, de proteina de
huevo y de gluten en los menus especiales servidos en los CEl del Ministerio
de Defensa. Ademas, se ha evaluado la metodologia y los resultados anali-
ticos en base a los criterios de aceptacion establecidos por el laboratorio de
referencia (CNA) y los laboratorios de control oficial de las CC. AA.

5.1 MATERIALES Y METODOS

5.1.1 Diseno

Se realiz6 un estudio observacional transversal de la presencia de proteina de
leche, de proteina de huevo y de gluten en los menus especiales servidos en
los comedores de los CEI del Ministerio de Defensa, durante el curso 2017-
2018 y 2018-2019.

5.1.2 Poblacién a estudio

El estudio se ha centrado en los siguientes tipos de menus especiales:
* Menu especial sin leche y sus derivados.
* Menu especial sin huevo y sus derivados.
* Menu especial sin gluten.

De los 25 CEI existentes en el Ministerio de Defensa, las muestras proce-
dieron de los 17 CEI que durante el curso 2017-2018 o 2018-2019 tuvieron
usuarios con alergia a la proteina de leche, a la proteina de huevo o celiaquia
y, por tanto, elaboraron o sirvieron alguno de los tres menus especiales.

La prevalencia de las dos alergias y celiaquia, entre los nifios usuarios de los
25 comedores de los CEl fue del 3,2% (1,7% a la proteina de leche, 1% a la
proteina de huevo y 0,5% al gluten). La Figura 20 muestra el porcentaje de
hipersensibilidad a la leche, al huevo y al gluten entre el nUmero total (76) de
diagnosticados con alguna de esas hipersensibilidades.
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53,9%

Leche Huevo Gluten

Figura 20. Porcentaje de hipersensibilidad a la leche, al huevo y al gluten entre el numero
total de diagnosticados con alguna de esas hipersensibilidades

La Figura 21 muestra la distribucidén de las hipersensibilidades a las tres sus-
tancias estudiadas, segun el sexo y edad de los afectados.

m1ano m2anos m3anos ®ninos mninas

Figura 21. Distribucion de los casos por edad y distribucion de los casos por sexo

5.1.3 Muestreo

Durante el afo 2018, se realiz6 una campana de control oficial de los menus
especiales servidos en los comedores en los CEI del Ministerio de Defensa,
realizandose el muestreo segun criterio de la autoridad sanitaria (IGESANDEF).

Se consideraron menus especiales aquellos libres de proteina de leche, de
proteina de huevo y de gluten. Para la ejecucion de la campafia de control
oficial, el veterinario inspector responsable de cada CEl realizé un muestreo
consecutivo no probabilistico de los menus especiales.

Las muestras estaban constituidas por la porcion equivalente a una racion
servida del primer y segundo plato de los menus especiales. Las muestras se
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tomaron de tal manera que se evitd el contacto cruzado y se introdujeron en
un recipiente estéril, que se precinto, etiquetd y envié para su analisis en el
laboratorio a temperatura de refrigeracién o congelacion (se descongelaron
en refrigeracion). En el Laboratorio de Seguridad Alimentaria y Salud Publica
del CEMILVETDEF se aceptaron las muestras de los menus especiales que
se recibieron perfectamente empaquetadas e identificadas y sin pérdida de la
cadena de frio.

La remision de las muestras estuvo supeditada al cumplimiento de la campana
de control oficial planificada por la autoridad sanitaria IGESANDEF). En con-
secuencia, en el disefio de este estudio, no se pudo calcular estadisticamente
el tamafo muestral necesario. Al final de la campafa de control de alérgenos
en CEl, el numero total de muestras recibidas y analizadas fue 133 (Tabla 66).

Tabla 66. Numero de muestras (n) de cada menu especial.

Tipo de menu n
Sin proteina de leche 59
Sin proteina de huevo 34

Libre de gluten 40

Total 133

5.1.4 Metodologias de analisis

El control analitico de las muestras se realizé en el Laboratorio de Seguri-
dad Alimentaria y Salud Publica del CEMILVETDEF, certificado bajo la Norma
ISO 17025:2017. Para ello, se utilizaron kits comerciales de la casa comercial
R-Biopharm, basados en la técnica inmunoenzimatica ELISA y validados por
la AOAC International.

5.1.4.1 Determinacion de proteina de leche en menus especiales

5.1.4.1.1 Material
» Balanza A&D HR220i.
» Espectrofotémetro Thermo MultiskanGo.
* Molinillo Waring Commercial-Laboratory.
+ Agitador magnético calefactor Arec.
+ Bario caliente P Selecta Precisterm.
» Centrifuga Eppendorf 5430R.
* Probetas 100 ml.
* Matraz Erlenmeyer 1 I.

» Micropipetas de 20-200 ul y 100-1000 pl Eppendorf Reference 2.
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* Micropipetas multicanal 10-100 Eppendorf Reference 2 ul y 30-300 pl
Eppendorf Research Plus.

* Tubos falcon 15 mly 50 ml.

* Tubos eppendorf 1,5 ml.

* Envase de recogida de muestras esteéril 100 ml.

» Espatulas estériles desechables LabBox SPSP 150-005.
» Papel de filtro de pliegue Whatman 185 mm g.

5.1.4.1.2 Reactivos
* Agua desionizada Ellix Millipore.

Etanol al 40%.

Hidroxido de sodio 1 M Applichem Panreac.
« Acido clorhidrico 1 M Applichem Panreac.

Kit RIDASCREEN® FAST Milk, con el que se suministran los siguientes
reactivos:

o Estandares de calibracion.
o Extractor 2: diluido 1:2 con agua desionizada.
o AEP: diluido 1:10 con agua desionizada.

0 A-AEP: para preparar A-AEP se pes6 1,35 g de aditivo 1 y se afiadie-
ron 15 ml 1 M NaOH, agitando hasta que el aditivo 1 se disolviera. En
un matraz se ahadieron 700 ml de AEP y los 15 ml de la solucion de
aditivo 1 agitando constantemente. Se ajusté a pH 9 con 1 M HCl y se
completd hasta 750 ml con AEP.

o0 Tampon de lavado: diluido 1:10 con agua desionizada.
o Conjugado: diluido 1:11 con agua desionizada.
o Sustrato-cromoégeno.

0 Solucién de parada.

5.1.4.1.3 Método analitico

El kit RIDASCREEN® FAST Milk, se basa en la técnica ELISA tipo sandwich,
con anticuerpos especificos para las dos principales proteinas alergénicas en
la leche: caseina y B-lactoglobulina. La curva de calibracién cubre un rango
de 2,5 a 67,5 mg/kg de proteina de leche (5 estandares de 0; 2,5; 7,5; 22,5y
67,5 mg/kg). El limite de deteccion es de 0,7 mg/kg y el limite de cuantificacion
de 2,5 mg/kg.
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5.1.4.1.3.1 Preparacion y extraccion

Las superficies y el material (molinillo y cucharas) empleado para la homoge-
neizacion de las muestras, se limpiaron exhaustivamente con una solucién de
etanol 40% entre muestra y muestra para evitar el contacto cruzado.

Se pesd 1 g de la muestra homogeneizada y se afiadieron 4 ml del reactivo
extractor 2 diluido.

Se mezcld enérgicamente y se incubd a 100°C durante 10 minutos en un
bafio de agua.

Se dej6é enfriar y se afiadieron 16 ml del reactivo A-AEP, previamente
calentado a 60°C.

Se mezclé enérgicamente y se incubd a 60°C durante 10 minutos en un
bafo de agua.

Se enfrid y se centrifugd durante 10 minutos a 2500 g.
Se filtr6 el sobrenadante sobre un papel filtro de pliegues.

Finalmente, se diluy6 la muestra 1:5 con el reactivo AEP diluido.

5.1.4.1.3.2 Deteccion y cuantificacion

Se realizé en un espacio separado del de la preparacion y extraccion y la
mesa de trabajo se limpidé exhaustivamente con una solucion de etanol al
40%, antes del inicio de la determinacién.

Se afiadieron 100 pl de cada solucion estandar y de cada muestra en los
pocillos, por duplicado, y se incubd la placa durante 10 minutos a tempe-
ratura ambiente.

Se elimind el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitio tres veces mas.

Se anadieron 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo. Se mezcl6 sua-
vemente agitando la placa manualmente y se incub6 durante 10 minutos
a temperatura ambiente.

Se elimind el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitio tres veces mas.

Se anadieron 100 pl del sustrato-cromdgeno en cada pocillo, se mezclé
suavemente agitando la placa manualmente y se incub6 durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente y oscuridad.

Se anadieron 100 pl de la solucion de parada en cada pocillo. Se mezclo
suavemente agitando la placa manualmente y se midio la absorbancia a
450 nm.
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5.1.4.2 Determinacién de proteina de huevo en menus especiales

5.1.4.2.1 Material

» Balanza A&D HR220i.

» Espectrofotometro Thermo MultiskanGo.

* Molinillo Waring Commercial-Labortory.

+ Agitador magnético calefactor Arec.

» Barfio caliente P Selecta Precisterm.

» Centrifuga Eppendorf 5430R.

* Probetas 100 ml.

* Matraz Erlenmeyer 1 I.

* Micropipetas de 20-200 uyl y 100-1000 pl Eppendorf Reference 2.

* Micropipetas multicanal 10-100 Eppendorf Reference 2 ul y 30-300 pl
Eppendorf Research Plus.

* Tubos falcon 15 ml y 50 ml.

* Tubos eppendorf 1,5 ml.

» Envase de recogida de muestras estéril 100 ml.

» Espatulas estériles desechables LabBox SPSP 150-005.

5.1.4.2.2 Reactivos
* Agua desionizada Ellix Millipore.
» Etanol al 40%

+ Kit RIDASCREEN® FAST Ei/EggProtein, con el que se suministran los
siguientes reactivos:

o Estandares de calibracion.

o AEP: diluido 1:10 con agua desionizada.

o Tampodn de lavado: diluido 1:10 con agua desionizada.
o Conjugado: diluido 1:11 con agua desionizada.

o Sustrato-Cromdgeno.

0 Solucién de parada.

5.1.4.2.3 Método analitico

El kit RIDASCREEN® FAST Ei/EggProtein, se basa en la técnica ELISA tipo
sandwich con anticuerpos especificos para la deteccion de ovoalbumina y
ovomucoide del huevo. La curva de calibracion cubre un rango de 0,5 a 13,5
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mg/kg de proteina de huevo (5 estandares de 0; 0,5; 1,5; 4,5y 13,5 mg/kg). El
limite de deteccién es de 0,1 mg/kg y el limite de cuantificacion de 0,5 mg/kg.

5.1.4.2.3.1 Preparacion y extraccion

Las superficies y el material (molinillo y cucharas) empleado para la homoge-
neizacion de las muestras, se limpiaron exhaustivamente con una solucién de
etanol 40% entre muestra y muestra para evitar el contacto cruzado.

» Se peso 1 g de la muestra homogeneizada y se afiadieron 20 ml del AEP
diluido, previamente calentado a 60°C.

» Se mezclé enérgicamente y se incubd a 60°C durante 10 minutos.

» Se dejo enfriar, se centrifugd durante 10 minutos a 2500 g a 4°C y se filtrd
el extracto.

5.1.4.2.3.2 Deteccion y cuantificacion

Se realizé en un espacio separado del de la preparacion y extraccion y la
mesa de trabajo se limpié exhaustivamente con una solucién de etanol 40%,
antes del inicio de la determinacion.

» Se anadieron 100 ul de cada solucion estandar y de cada muestra en los
pocillos por duplicado, se mezclé suavemente agitando la placa manual-
mente y se incubd la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente.

» Se elimino el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitid dos veces mas.

» Se anadieron 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo. Se mezclo sua-
vemente agitando la placa manualmente y se incub6 durante 10 minutos
a temperatura ambiente.

» Se elimind el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitid dos veces mas.

» Se afiadieron 100 pl del sustrato-cromogeno en cada pocillo, se mezclo
suavemente agitando la placa manualmente y se incubé durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente y oscuridad.

» Se anadieron 100 ul de la solucién de parada en cada pocillo. Se mezclo
suavemente agitando la placa manualmente y se midio la absorbancia a
450 nm.

5.1.4.3 Determinacion de gluten en menus especiales
5.1.4.3.1 Material
» Balanza A&D HR220i.

» Espectrofotdmetro Thermo MultiskanGo.
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* Molinillo Waring Commercial-Laboratory.

+ Agitador magnético calefactor Arec.

 Bario caliente P Selecta Precisterm.

» Centrifuga Eppendorf 5430R.

* Probetas 100 ml.

* Matraz Erlenmeyer 1 .

* Micropipetas de 20-200 ul y 100-1000 pl Eppendorf Reference 2.

* Micropipetas multicanal 10-100 Eppendorf Reference 2 ul y 30-300 pl
Eppendorf Research Plus.

» Tubos falcon 15 mly 50 ml.
* Tubos eppendorf 1,5 ml.
» Envases de recogida de muestras estéril 100 ml.

» Espatulas estériles desechables LabBox SPSP 150-005.

5.1.4.3.2 Reactivos
» Agua desionizada Ellix Millipore.

Etanol al 80% y al40%

» Leche en polvo desnatada Nestlé Sveltesse.
Cocktail (patented) R7006 (R-Biopharm)

Kit RIDASCREEN® Gliadin R7001, con el que se suministran los siguien-
tes reactivos:

o Estandares de calibracion
o Tampdn de dilucion: diluido 1:5 con agua desionizada.

o Tampon de lavado: diluido 1:10 con agua desionizada.

o

Conjugado: diluido 1:11 con agua desionizada.
o Sustrato.
o Cromdgeno.

0 Solucién de parada.

5.1.4.3.3 Método analitico

El kit RIDASCREEN® Gliadin R7001 se basa en la técnica ELISA tipo sand-
wich basado en el anticuerpo monoclonal R5 que reacciona con las fracciones
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de gliadina y prolamina. La curva de calibracién cubre un rango de 5 a 80 ng/
ml de gliadina (6 estandares de 0; 5; 10; 20; 40 y 80 ng/ml de gliadina). El
limite de deteccién es de 0,5 mg/kg y el limite de cuantificacion de 2,5 mg/kg.

5.1.4.3.3.1 Preparacion y extraccion

Las superficies y el material (molinillo y cucharas) empleado para la homoge-
neizacion de las muestras, se limpiaron exhaustivamente con una solucién de
etanol 40% entre muestra y muestra para evitar el contacto cruzado.

» Se pesaron 0,25 g de la muestra homogeneizada y se afadieron 2,5 ml
del reactivo cocktail (patentado). Para las muestras que contenian tani-
nos y polifenoles se anadieron 0,25 g de leche desnatada en polvo.

» Se incubaron a 50°C durante 40 minutos y se dejaron enfriar las mues-
tras, para a continuacién agregar 7,5 ml de etanol 80%.

» Se agitaron rotatoriamente durante 1 hora a temperatura ambiente (20-
25°C).

» Se centrifugaron 10 minutos al menos a 2500 g a temperatura ambiente,
se filtraron los extractos y se transfirieron a un vial con tapa a rosca.

» Finalmente, se diluy6 la muestra 1:12,5 (80 ul +920 pul) con el tampdn de
dilucion diluido.

5.1.4.3.3.2 Deteccion y cuantificacion

Se realizé en un espacio separado del de la preparacion y extracciéon y la
mesa de trabajo se limpié exhaustivamente con una solucién de etanol 40%,
antes del inicio de la determinacion.

» Se anadieron 100 ul de cada solucion estandar y de cada muestra en los
pocillos por duplicado y se incubd la placa durante 30 minutos a tempe-
ratura ambiente.

» Se elimind el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitid dos veces mas.

» Se afadieron 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo y se incubd la
placa durante 30 minutos a temperatura ambiente.

» Se elimino el liquido de los pocillos en un papel absorbente y se relle-
naron los pocillos con 250 ul de tampdn de lavado diluido. Este paso se
repitid dos veces mas.

» Se anadieron 50 pl de sustrato y 50 ul de cromégeno en cada pocillo, se
mezclé suavemente agitando la placa manualmente y se incubd durante
30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
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» Se afiadieron 100 pl de la solucién de parada en cada pocillo. Se mezclé
suavemente agitando la placa manualmente y se midio la absorbancia a
450 nm.

5.1.5 Control de calidad de las metodologias de analisis

Con el fin de comprobar la calidad de los resultados obtenidos con los kits
comerciales utilizados, aparte del uso de controles blancos de matriz, se eva-
luaron los siguientes parametros en base a los criterios de aceptaciéon esta-
blecidos por el CNA y los laboratorios de control oficial de las CC.AA (Prieto,
2017): comprobacién de la curva de calibrado, estudio de la exactitud y estu-
dio de la precision.

5.1.5.1 Comprobacioén de la curva de calibrado

Para calcular la concentracion de las muestras problema se cre6 una curva de
calibracion con estandares de concentracion conocida, preparados a partir de
soluciones certificadas incluidas en los kits comerciales ELISA R-Biopharm.
Se considero6 el criterio recomendado por el fabricante para las curvas tipo
cubic spline, normalizando cada uno de los puntos (estandares de calibracion)
de la curva patrén, respecto al punto de absorbancia maxima (B/Bmax).

Absorbancia estandar X 100
Absorbancia estandar Max

B/Bmax estandarX =

En total se hicieron 11 ensayos de sustancias causantes de alergias o hi-
persensiblidad no alérgica alimentaria: 5 de leche, 3 de huevo y 3 de gluten.
Para los ensayos de proteina de leche y de huevo se utilizaron 5 estandares
incluidos en el kit comercial correspondiente (RIDASCREEN® FAST Milk: O;
2,5;7,5; 22,5y 67,5 mg/lkg y RIDASCREEN® FAST Ei/EggProtein: 0; 0,5;
1,5; 4,5y 13,5 mg/kg) y para la cuantificacion de gluten 6 estandares (RIDAS-
CREEN® Gliadin R7001: 0; 5; 10; 20; 40 y 80 ng/ml de gliadina). Por tanto, se
realizaron un total de 58 determinaciones para la aceptacion de la curva en
funcién de los B/Bmax obtenidos.

El criterio de aceptacion establecido fue de una tolerancia maxima del 30%
(70-130%) para cada uno de los puntos de la curva obtenidos en el ensayo
respecto a los resultados de B/Bmax obtenidos en el certificado de calidad del
kit.

5.1.5.2 Estudio de la exactitud

En nuestro estudio evaluamos la exactitud sobre muestras fortificadas indivi-
duales, adicionando cantidades conocidas de un MR directamente sobre ma-
triz antes de comenzar la extraccion. Ello nos permitié calcular el rendimiento
del método analitico en cuanto al proceso de extraccion y el efecto matriz.
Como matrices, se utilizaron rotatoriamente diferentes platos elaborados que
habian dado un resultado negativo en ensayos anteriores.
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Los MR utilizados para fortificar las matrices control fueron los siguientes:

* MR MoniQA: se trata de cuatro materiales para el analisis de proteina de
leche comercializados por MoniQA (International Association for Monito-
ring and Quality Assurance in the Total Food Suply Chain).

o Control positivo SMP-MQA 092014: leche desnatada en polvo con un
contenido proteico de 35,39 + 0,4 g/100 g.

o Control negativo BLANK-MQA 082015: matriz de galleta libre de gluten
a la que no se le anade leche desnatada en polvo y se le somete al
procesado y molienda.

o Material procesado LOW-MQA 102016: galleta procesada molida a la
que se le ha adicionado el MQA 092014.

o Material procesado HIGH-MQA 082016: galleta procesada molida a
las que se le ha adicionado el MQA 092014.

En la Tabla 67 se indican los valores de referencia de estos dos ultimos MR,
que el fabricante obtuvo tras un estudio utilizando el mismo kit empleado en
esta Tesis Doctoral (ELISA RIDASCREEN® FAST Milk).

Tabla 67. Valores de referencia de los materiales de referencia MoniQA (mg/kg de proteina
lactea).

. . . mg/kg proteina U
Materiales de referencia MoniQA lactea (k=2)
LOW-MQA 102016 3,20 1,76
HIGH-MQA 082016 14,6 7,25

U: Incertidumbre

« MR FAPAS (TYGO001, TYG002 y T27204AQC): los 3 MR estan elabo-
rados con pastel libre de gluten, huevo y leche a los que se le adicion6
ingredientes con una cantidad determinada de gluten, leche y huevo. Los
valores y las incertidumbres de los tres MR mostrados en la Tabla 68,
proceden de un ejercicio interlaboratorial en el que emplearon diferentes
kits ELISA, entre los que se encontraban los tres Kits usados en nuestra
Tesis Doctoral.

Tabla 68. Valores de referencia de los materiales de referencia FAPAS (en mg/kg).

FAPAS TYG001 FAPAS TYG002 FAPAS T27204AQC

Analito
mg/kg U mg/kg U mg/kg U
Proteina de leche 28,6 4.8 90,6 17,7 54,3 27,2
Proteina de huevo 83,5 9,5 27,5 3,8 31,3 15,7
Gluten 14,4 1,7 28,2 24 24,0 12,0

U: Incertidumbre
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También se utilizé un sobrante de ensayo de intercomparacion en el que se
habia participado, para evaluar la exactitud mediante la recuperacion del
mismo:

» Sobrante de ensayo de intercomparaciéon (IC327): el valor de refe-
rencia es el valor asignado expresado como la media de los resultados
aceptados de los participantes, acompafnado de la incertidumbre asocia-
da con un intervalo de confianza del 95%. En este ejercicio el valor de
referencia de gluten fue de 28,2 + 2,3 mg/kg.

En la Tabla 69 se muestran las determinaciones que se han realizado con
cada material de referencia. En total, 31 determinaciones para evaluar la
exactitud.

Tabla 69. Numero de determinaciones realizadas con cada material de referencia para deter-
minar la exactitud de cada tipo de ensayo.

Material de referencia Proteina de leche Proteina de huevo Gluten
MoniQALow 5 0 0
MoniQA High 5 0 0

FAPAS 27204AQC 2 2 1
FAPAS TYGO001 2 3 3
FAPAS TYG002 0 3 3

IC 327 0 0 2

El criterio de aceptacion establecido para determinar la exactitud fue un por-
centaje de recuperacion del 30% para la determinacion de proteina de leche
y huevo (70-130%) y del 20% para el gluten (80-120%).

5.1.5.3 Estudio de la precision

El estudio de la precision se realizé en condiciones de repetibilidad: mismo
meétodo, mismo laboratorio, mismo analista, mismo material y equipos en in-
tervalos cortos de tiempo.

El criterio de aceptacion establecido se baso en el coeficiente de variaciéon
(CV) permitido para el duplicado de pocillo, que no debia superar el 15%, tan-
to para los estandares, muestras control y muestras problema.

5.1.6 Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de las variables estudio con el calculo de
frecuencias y como indices de tendencia central y dispersién se emplearon la
media aritmética y la desviacion estandar x (DE).

Para el analisis de datos se utilizo el paquete estadistico IBM SPSS® 24.0.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Deteccidn y cuantificacion de proteina de leche, proteina de huevo
y de gluten en los menus especiales

De las 133 muestras analizadas de menus especiales, solo 2 de ellas resul-
taron positivas a la deteccidn y cuantificacién de proteina de leche, proteina
de huevo y gluten (1,50%). En concreto, se detectd la presencia de pro-
teina de leche en un plato de los menus especiales sin leche (1,69%) y el
otro positivo fue a gliadina en un plato de un menu especial libre de gluten
(2,55%). En la Tabla 70 se muestran los alimentos implicados y la sustancia
detectada.

Tabla 70. Muestras positivas y concentracion de las sustancias estudiadas que causan aler-
gias o hipersensibilidades no alérgicas alimentarias.

Muestra Sustancia mg/kg
Judias verdes Proteina de leche 5,3
Macarrones con tomate y queso Gluten >100

5.2.2 Control de calidad de las metodologias de analisis

5.2.2.1 Comprobacion de la curva de calibrado

El 91,4% de las evaluaciones de los estandares resultaron aceptables, cum-
pliendo el 30% (70-130%) de tolerancia maxima de la B/Bmax para la acepta-
cion de la curva. En la tabla 71 se recogen los valores medios del porcentaje
de B/Bmax de los estandares de cada tipo de ensayo.

Tabla 71. Resultados del estudio de comprobacién de la curva de calibracion.

X % B/Bmax ensayo vs. B/Bmax kit (DE)

Analito
(n.° ensayos) STD 1 STD2 STD3 STD4 STD5 STD6
Proteina leche 128,60 12343 11245 104,78 100*
(5) (116.69)  (57,31)  (25,06)  (8.04)  (0,00)
Proteina huevo 104,42 103,87 99,77 101,75 100*
(3) (23,30) (8,33) (2,64) (5,50) (0,00)
Gluten 101,29 94,69 96,59 99.99 9781  100*
(3) (18,74) (5,49) (0,67) (4,98) (0,63) (0,00)

*: El estdndar 5 de proteina de leche y de huevo y el estandar 6 de gluten fueron los puntos
sobre los que se normalizé el resto de puntos de la curva, por lo que su B/BMAX siempre
resulté del 100%.

- No determinado (los kits de proteina de leche y de huevo no incluyen estandar 6).

DE: Desviacion estandar. STD: Estandar.
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5.2.2.2 Estudio de la exactitud

En el 74,2% de las matrices fortificadas, se cumplié el criterio de aceptacion de
recuperacion establecido en un intervalo del 70-130% para la leche y huevo, y
del 80-120% para el gluten. Evaluando por tipo de ensayos, para la deteccion
de la proteina de leche el criterio de exactitud se cumplio en el 50% de las 14
determinaciones, y en la determinacién de proteina de huevo se cumplié en
los 8 ensayos (100%). El criterio de recuperacién de gluten fue satisfactorio en
el 88,88% de los 9 ensayos ejecutados. En la Tabla 72 se presenta la media
de cantidad cuantificada de cada MR para cada tipo de ensayo y el corres-
pondiente porcentaje de recuperacion medio y porcentaje de cumplimiento del
criterio de aceptacion (%).

Tabla 72. Cantidad (mg/kg), porcentaje de recuperacion y cumplimiento del criterio de exacti-
tud de cada ensayo segun el material de referencia empleado.

Analito Material de referencia % mglkg X recuperacion % Cu_mp_limiento
(n) (DE) criterio n (%)
MoniQA Low (5) 14,21 444,19 (538,78) 2 (40)
Proteina MoniQA High (5) 19,31 132,29 (61,38) 1(20)
Leche FAPAS 27204AQC (2) 44,66 82,26 (7,17) 2 (100)
FAPAS TYGO001 (2) 21,64 75,66 (0,49) 2 (100)
] FAPAS 27204AQC (2) 28,06 89,66 (12,27) 2 (100)
PLOJ;";&‘ FAPAS TYGO001 (3) 79,66 95,41 (28,94) 3 (100)
FAPAS TYG002 (3) 26,58 96,67 (26,49) 3 (100)
FAPAS 27204AQC (1) 34,71 144,63 (-) 0 (0)
Gluten FAPAS TYGO001 (3) 14,24 98,91 (12,90) 3(100)
FAPAS TYGO002 (3) 29,12 103,27 (5,12) 3(100)
IC 327(2) 29,41 104,29 (5,82) 2 (100)

DE: Desviacion estandar.

En la determinacion de proteina de leche, los porcentajes de recuperacion
con las 2 muestras control de MoniQA Low que cumplieron los criterios de
aceptacion fueron del 81,25% y 87,5%, mientras que las muestras que in-
cumplieron se obtuvieron unas concentraciones muy elevadas: 6,94 mg/kg,
15,89 mg/kg y 43,44 mg/kg (216,88%, 496,56% y 1357,50% de recupera-
cion, respectivamente) respecto al valor esperado asignado por el fabricante
(3,20 mg/kg £ 1,76). Con el MoniQA High solo un valor estuvo comprendi-
do dentro del criterio de aceptacion del 30%, presentando un porcentaje
de recuperacion del 78,49%. Los porcentajes de recuperacion que supera-
ron el criterio de aceptacion con el MoniQA High fueron 68,63%, 146,85%,
147,53% y 219,93%.

Respecto a los MR de la casa FAPAS, la media de recuperaciéon que se
obtuvo con las 5 muestras de 27204AQC utilizado para la deteccion de las
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tres sustancias fue del 85,96%. EIl MR TYGO001 se empled en el estudio de
la exactitud del método de las tres sustancias siendo satisfactorias el 100%
con una media de recuperacion del 91,79%. Con las 6 muestras del MR
TYGO002 que se emplearon en la determinacion de huevo y gluten se cum-
plio el criterio de exactitud establecido con una media de recuperacion del
99,97%.

Por ultimo, las dos veces que se empled el sobrante del ensayo de intercom-
paracion de gluten se consiguié cumplir el criterio del 80-120% con una media
de recuperacion del 104,29%.

5.2.2.3 Estudio de la precision

De los 236 valores evaluados por duplicado de pocillo entre estandares,
muestras control y muestras problemas, el 86,9% cumplieron el criterio de
aceptacion para evaluar la precision (CV <15%). El porcentaje medio del CV
fue del 8,24%.

El CV se mantuvo dentro del 15% permitido para duplicado de pocillo en todos
los estandares excepto en un estandar 1 del ensayo de gluten (CV 17,18%), lo
que supone un 98,3% de cumplimiento. La media de CV de las 58 determina-
ciones de los estandares fue de 2,86%. En la Tabla 73 se muestra el porcen-
taje medio del CV ajustado por tipo de ensayo y estandar.

Tabla 73. Media de coeficiente de variacion segun el tipo de ensayo y estandar.

Analito STD 1 STD 2 STD 3 STD 4 STD 5 STD 6
(n.° ensayos) x (DE) x (DE) X (DE) x (DE) X (DE) X (DE)
Proteina leche 5,76 2,26 3,50 3,69 2,09 i

(5) (3,35) (1,07) (2,49) (3,10) (0,86)
Proteina huevo 1,50 3,72 1,87 1,57 3,76 i
(3) (0,56) (1,56) (1,59) (1,28) (0,79)
Gluten 9,23 0,61 0,91 1,93 0,72 0,56
(3) (7,15) (0,26) (0,66) (2,24) (0,93) (0,56)

- No determinado (el kit de proteina de leche y de huevo no tienen estandar 6).

STD: Estandar. DE: Desviacion estandar.

En las muestras control, el criterio de aceptacion se cumplioé en el 90,3% de los
materiales utilizados, superando el limite el MR MoniQA Low en 2 ocasiones
(20,73% y 23,78%) y el MoniQA High en 1 determinacién (18,87%), aunque
sus medias de CV fueron aceptables como se puede observar en la Tabla 74.
El porcentaje medio del CV de las 31 determinaciones de las muestras control
fue del 5,60%. En la Tabla 74 se muestra el porcentaje medio del CV ajustado
por tipo de ensayo y material de referencia.
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Tabla 74. Media de coeficiente de variacion segun el tipo de ensayo y material de referencia.

Analito Low High 27204AQC TYGO001 TYG002 IC 327

x (DE) x (DE) x (DE) % (DE) % (DE) % (DE)
Proteina leche 13,30 8,83 1,63 5,80 i ]
(8,96) (7,24) (0,52) (7,63)
Proteina huevo - } 3,13 2,32 3,36 )
(2,34) (2,99) (2,17)
Gluten - 6,66 2,34 1,14 3,90
(=) (1,13) (0,77) (4,02)

-: No se emplearon esos MR para ese tipo de ensayo.

DE: Desviacion estandar.

En las 147 determinaciones de las muestras problema, el criterio del CV esta-
blecido para duplicado de pocillo, se cumplié en 112 de las muestras analiza-
das (82,4%). El porcentaje medio del CV fue del 10,56%.

5.3 DISCUSION

Las reacciones de hipersensibilidad alimentarias son un problema de salud
publica emergente que afecta a la calidad de vida de quien las sufre, obser-
vandose un aumento de los casos en las ultimas décadas.

Evitar ingerir el alérgeno alimentario es la prevencién y tratamiento mas eficaz
que existe, por lo que regulaciones recientes han mejorado la informacion del
etiquetado disponible para el consumidor sobre los ingredientes alergénicos
que se afiaden voluntariamente en los alimentos, siendo obligatoria también
su declaracién en los alimentos dirigidos a las colectividades.

Sin embargo, la industria alimentaria y el control oficial se enfrentan al reto de
detectar la presencia oculta de sustancias que causan alergias o hipersensibi-
lidades no alérgicas alimentarias. Si bien la presencia oculta de alérgenos se
puede deber a la no declaracion o a una adulteracién fraudulenta, también se
puede deber, a pesar de que se realicen unas buenas practicas de manipula-
cion, al contacto cruzado. Este hecho podria ocurrir en los menus especiales
servidos en los CEI del Ministerio de Defensa y fue el motivo por el que se
realizd por primera vez una campaia de control oficial de deteccion de alér-
genos durante el afio 2018.

Para ello, son necesarios métodos analiticos fiables para la deteccion y cuan-
tificacion de alérgenos. Los métodos por enzimoinmunoensayo tipo ELISA 'y
los métodos basados en técnicas genéticas PCR son los mas utilizados en los
analisis de rutina, mientras que el resto solo son aplicables en el campo de la
investigacion.

En nuestro trabajo hemos empleado el método ELISA por ser considerado por
el CNA y los laboratorios de control oficial como el método de referencia. A
continuacion, se discuten los resultados obtenidos.
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5.3.1 Deteccidn y cuantificacion de proteina de leche, proteina de huevo
y de gluten en los menus especiales

La presencia de resultados positivos en las muestras analizadas de los menus
especiales sin leche, sin huevo y libre de gluten fue baja (1,50%), detectando-
se una muestra positiva en los menus sin leche y otra positiva en las muestras
de los platos libres de gluten, por lo que se considera que el nivel de seguridad
alimentaria es alto.

En nuestro estudio, la muestra positiva de gluten superé el umbral superior de
deteccion de 100 mg/kg. Como se ha recogido anteriormente, la declaracion
sobre la ausencia o la presencia reducida de gluten en los alimentos y sus
condiciones se encuentra regulada por el Reglamento de Ejecucion (UE) n.°
828/2014. Asi, la declaracion “sin gluten” solo podra utilizarse cuando los ali-
mentos, tal como se venden al consumidor final, no contengan mas de 20 mg/
kg de gluten, mientras que la declaracién “muy bajo en gluten” solo podra uti-
lizarse cuando los alimentos que consistan en trigo, centeno, cebada, avena
o sus variedades hibridas, o que contengan uno o mas ingredientes hechos a
partir de estos cereales, que se hayan procesado especificamente para redu-
cir su contenido de gluten, no contengan mas de 100 mg/kg en el alimento tal
como se vende al consumidor final.

Para la proteina de leche y de huevo no hay unos limites de concentracion
establecidos como para el gluten, sino que se regula su presencia mediante
la normativa de etiquetado (Reglamento (UE) n° 1169/2011; Reglamento De-
legado (UE) n° 78/2014).

La declaracion de dos muestras positivas se debe, presumiblemente, a un
contacto cruzado durante la preparacion y/o manipulacion de los menus. En
los CEI del Ministerio de Defensa que tenian cocina propia se trabajaba con
separacion en el tiempo, es decir, se elaboraban primero los menus especia-
les. En la cocina central de catering tampoco tenian una linea exclusiva, por
lo que la elaboracion de los menus especiales se realizaba en un turno de
noche y en otro de tarde. En estas dos tandas, tras una limpieza y desinfec-
cion previa de las instalaciones, se incorporaban manipuladores de alimentos
especificos para la elaboracion de los menus especiales, con ropa exclusiva 'y
vestuarios independientes. Asimismo, los proveedores y almacenamiento de
materias primas y platos elaborados eran propios para los menus especiales.
Por ultimo, el transporte a los comedores escolares también se realizaba en
vehiculos diferentes. Una vez llegaban los menus especiales a los CEI del Mi-
nisterio de Defensa, las buenas practicas de manipulacion eran responsabili-
dad de los manipuladores de la empresa adjudicataria. La conservacién de los
menus especiales se realizaba separadamente y la regeneracién y servicio de
los mismos se llevd a cabo antes que la del resto de menus.

El presente trabajo se trata de uno de los primeros estudios que arroja re-
sultados de control de alérgenos en menus especiales en Espafia, y a nivel
internacional. Uno de los pocos estudios previos es el que realizd Petruzzelli
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et al. (2014), en el que analizaron 36 muestras libres de lactosa y 87 muestras
libres de gluten en dietas especiales. Para el analisis de gluten utilizaron el Kit
ELISA RIDASCREEN® Gliadin y detectaron un 1,2% de muestras positivas.
Estos autores consideraron el fendmeno de contacto cruzado como posible
causa de los positivos detectados.

En otro estudio, realizado en 50 colegios, se investigo la presencia de los tres
principales alérgenos (leche, huevo y gluten) en las superficies de las cocinas
de areas de uso general y también en las superficies de zonas de uso ex-
clusivo para menus especiales. Estas superficies se analizaron inicialmente
in situ con tiras LFD vy, posteriormente, se envio el sobrante del extracto de
las muestras a un laboratorio para el analisis confirmatorio mediante ELISA.
Los resultados con el test rapido (LFD) fueron negativos para la presencia
de leche. Si se detectaron proteina de huevo y gluten en el 15% y 45% de
las muestras, respectivamente. Los resultados obtenidos con el ELISA pre-
sentaron una baja prevalencia para la leche (6%) y mayor para huevo (24%)
y gluten (57%). Es importante recalcar que encontraron valores por encima
del 40% en superficies de zonas especificas para menus especiales. Estos
hallazgos revelan que los procedimientos de limpieza no fueron los mas apro-
piados para el control del riesgo de alérgenos ocultos, incluso que el contacto
cruzado puede estar presente en los menus libres de alérgenos preparados
en las zonas especificas para ello (Ortiz et al., 2018).

En el campo de los alérgenos es mas apropiado hablar de contacto cruza-
do que de contaminacién cruzada. El primer concepto se refiere al contacto
accidental entre comidas alergénicas y no alergénicas, es decir, se mezclan
las proteinas de diferentes alimentos. Sin embargo, en la contaminacion cru-
zada el contacto es entre productos crudos y cocinados, relacionandose con
la contaminacion microbiana y controlandose en muchas ocasiones con un
tratamiento térmico, algo que no ocurre con los alérgenos (Lessa et al., 2016).
En este trabajo de Lessa et al. (2016) realizado sobre el conocimiento, acti-
tudes y practicas relacionadas con la alergia alimentaria se obtuvieron resul-
tados alarmantes. Por ejemplo, el 46,35% de los profesionales de hosteleria
encuestados no leian las etiquetas de los alimentos, el 57,3% no creia que la
limpieza fuera efectiva para la eliminacién de alérgenos o el 25,6% pensaba
que retirando el alimento causante de una alergia de un plato elaborado se
prevenia la reaccion alérgica. Estos resultados revelan que la formacion de
manipuladores de alimentos especifica sobre alérgenos alimentarios es nece-
saria y esencial.

5.3.2 Control de calidad de las metodologias de analisis

Disponer de métodos analiticos exactos y precisos asi como de MR homogé-
neos y estables es esencial para conseguir la fiabilidad y comparabilidad de
los resultados en la deteccion y cuantificacion de alérgenos.

Entre las generalidades que recoge la Norma ISO 15842:2020, deben obser-
varse los requisitos generales de garantia de la calidad de los laboratorios
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como, por ejemplo, la determinacion por duplicado, la inclusion de blancos,
el uso de materiales de referencia y la preparaciéon de curvas de calibracion
(AENOR, 2020).

Por ello, con los criterios establecidos por el CNA 'y los laboratorios de control
oficial se pretende armonizar los métodos analiticos usados por los laborato-
rios en sus analisis de rutina.

Es importante mencionar que hay pocos estudios que hayan realizado un con-
trol de calidad de las metodologias analiticas de alérgenos y gluten y sobre
criterios de aceptacion de los resultados, por lo que nuestros resultados se
han comparado con escasos datos de otras investigaciones.

5.3.2.1 Comprobacion de la curva de calibrado

El criterio de aceptacion de la curva de calibrado de normalizacion B/Bmax
del 30% respecto a los resultados B/Bmax del certificado de calidad del kit, se
cumplié en mas del 90% de los puntos (estandares) de la curva evaluados.

Todos los estandares de los kits RIDASCREEN® FAST Ei/EggProtein y RI-
DASCREEN® Gliadin R7001 para el analisis de proteina de huevo y gluten,
respectivamente, cumplieron con el criterio.

Los porcentajes medios de B/Bmax del test RIDASCREEN® FAST Milk tam-
bién fueron aceptables, aunque este kit es el que obtuvo los Unicos incumpli-
mientos. Tres de los incumplimientos se correspondieron a un mismo ensayo
afectando a los estandares 1, 2 y 3 con valores muy superiores a los del cri-
terio de tolerancia (337,06; 225,08; y 156,48, respectivamente), por lo que se
podria deber a una contacto cruzado, error del analista o alteracion del kit. En
este caso se invalido el ensayo y se procedio a su repeticion. Los otros dos
incumplimientos se dieron en dos estandares 1 que superaron ligeramente
el 30% de tolerancia (69,06% y 131,30%) y como el resto de puntos si cum-
plian el criterio de aceptacion se consider¢ valido el ensayo. En el kit para el
analisis de proteina de huevo y de gliadina, el estandar 1 fue el que presentd
también una mayor dispersion, pero siempre dentro del rango del criterio de
aceptacion.

En términos generales, se puede afirmar que el comportamiento de la curva
respecto a este criterio fue satisfactorio.

5.3.1.2 Estudio de la exactitud

El criterio de exactitud se cumplié practicamente en el 75% de las matrices
fortificadas. Los peores valores de recuperacion se dieron en la determinacion
de proteina de leche, especificamente cuando se emplearon los MR MoniQA.

En la validaciéon del test RIDASCREEN® FAST Milk realizada por Weiss et
al. (2016), utilizaron como calibradores los MR MoniQA y evaluaron el efecto
matriz en 5 diferentes matrices que fueron fortificadas con 0; 5; 10 y 30 mg/kg
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de proteina de leche. La media de recuperacion fue del 105%. Los altisimos
porcentajes de recuperacion obtenidos en nuestros resultados no aceptables
con los MR MoniQA Low (incumplimiento del 60%), provocaron que la media
de recuperacion fuera del 444,19%. Con el MoniQA High también se sobre-
paso el limite acordado del 30% (132,29%), con un incumplimiento del 80%.
Los porcentajes medios de recuperacion al usar los MR de FAPAS para la de-
terminacién de proteina de leche, presentaron unos resultados satisfactorios
(TYGO001 75,66% y 27204AQC 82,26%) y con ellos se cumplié el criterio de
exactitud en el 100% de los ensayos.

En la validacién de Weiss et al. (2016) del kit RIDASCREEN® FAST Milk, to-
das las muestras blancas se detectaron por debajo del limite de cuantificacion
(<2,5 mg/kg). En los 5 ensayos que utilizamos como control negativo MoniQA
Blank, solo en una ocasién se detectd por encima del limite de cuantificacion,
con un valor de 4,2 mg/kg.

En otro estudio, evaluaron el efecto del procesado en la recuperacion y varia-
bilidad en una sola matriz (masa de galleta), a la que le adicionaron antes de
ser procesada harina de cacahuete desgrasada, huevo entero en polvo (NIST
RM 8445) y leche en polvo (NIST RM 1549) a 7 concentraciones diferentes
(0; 2,5; 5; 10; 25; 100 y 500 mg/kg). Entre los 5 kits comerciales que utili-
zaron se encontraba el RIDASCREEN® FAST Casein y el RIDASCREEN®
B-lactoglobulin. El primero obtuvo una media de recuperacion en todos los
niveles procesados aceptable (117,7%), pero infraestimé el contenido de ca-
seina en los tres niveles fortificados mas bajos, mientras que en los mas al-
tos sobreestimé la concentracion de caseina. El segundo Kit del fabricante
R-Biopharm, solo detect6 lactoglobulina en los niveles mas altos, y aun asi la
recuperacion fue muy baja (18,7%), por lo que el kit no fue capaz de detectar
el limite de cuantificacion indicado por el fabricante en la matriz de masa de
galleta. Estos autores, utilizando como control muestras adicionadas, conclu-
yeron que el procesado térmico afecta negativamente a la exactitud y preci-
sion de la deteccién de alérgenos (Khuda et al., 2012).

En nuestro estudio, podemos observar en la Tabla 72 como el kit para el ana-
lisis de proteina de huevo cumplié con el criterio de aceptacién, con unos
porcentajes medios de recuperacion satisfactorios de los 3 materiales de refe-
rencia de FAPAS empleados.

Khuda et al. (2012), sobreestimaron los niveles proteina de huevo afiadidos a
la masa de galleta procesada con el kit RIDASCREEN® FAST Ei/Egg Protein,
con una media de recuperacion del 299%.

La Agencia de Inspeccion de Alimentos Canadiense evalué y valido la detec-
cion de proteina de huevo a través de un estudio interlaboratorial. Cada labo-
ratorio recibié muestras de helado, pan y pasta libres de proteina de huevo,
comercializadas con un contenido de proteina conocido o fortificadas con 1,7;
6,7 y 18,7 mg/kg de proteina de huevo. Se utilizaron 5 kits comerciales ELISA,
entre los que se encontraba RIDASCREEN® FAST Ei/Egg Protein. Las me-
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dias de recuperacién para cada uno de los alimentos fueron del 99%, 101%
y 107%, respectivamente, y con una precision entre 5,1 y 12,4% (Marceau
et al., 2012). Estos resultados de porcentaje de recuperacion con muestras
fortificadas se asemejan mas a los de nuestro trabajo, que los obtenidos en
muestras adicionadas por Khuda et al. (2012).

En el caso del gluten, el criterio de aceptacion de una recuperacion del 20%
se cumplié con los MR de FAPAS TYGO001 y TYG002, pero la Unica vez que se
utilizé el 27204AQC excedio el umbral permitido (144,63%). La exactitud fue
satisfactoria tras los dos analisis con material sobrante de intercomparacién
IC 327 con una recuperacion media del 104,29%.

En el estudio comparativo de Lexhaller et al. (2016), analizaron las fracciones
de prolamina y glutelina del trigo, cebada y centeno con 5 ELISA sandwich
con un anticuerpo diferente cada uno. El MR utilizado fue el PWG-gliadin. El
contenido de gluten que el anticuerpo R5 del kit RIDASCREEN® Gliadin recu-
pero fue del 140% para el trigo, 630% para el centeno y 820% para la cebada.

Como se puede constatar con nuestros resultados, y siempre con la reserva
derivada del limitado numero de veces que se ha evaluado la recuperacion, el
rendimiento de los kits varia mucho. El kit RIDASCREEN® FAST Milk, presen-
té unos resultados de exactitud no satisfactorios cuando se evalué la recupe-
racion con los MR MoniQA, mientras que con los MR FAPAS se comporto de
manera aceptable. La utilizacion de los sobrantes de intercomparacion como
MR para la evaluacién de la exactitud puede ser una opciéon mas, aunque la
estabilidad de los mismos no esta garantizada. De todas maneras, conside-
ramos necesarios mas estudios de recuperaciéon con los MR y sobrantes de
intercomparacion, para poder evaluar el criterio de determinacién de la exac-
titud propuesto por el CNA y los laboratorios de control oficial.

En nuestro estudio no utilizamos muestras adicionadas, aunque se puede
apreciar en los resultados de otros estudios que también hay una gran varia-
bilidad en los resultados. Las muestras adicionadas permiten el desarrollo y
validacién de métodos analiticos y evaluacion de MR. En una reciente revi-
sion, Mattarozzi y Careri (2019), consideran que el uso de muestras adicio-
nadas como MR permite simular el efecto del procesado en la estructura del
analito alergénico, y de esta manera, mejorar la fiabilidad de los métodos de
deteccion de alérgenos.

5.3.1.3 Estudio de la precision

El criterio para la evaluacion de la precision, del 15% de CV entre duplicado
de pocillo, se cumplié en el 86,9% de las muestras evaluadas (estandares,
muestras control y muestras problemas), con una media de CV del 8,24%.

La Norma ISO 15842:2020 establece que para analisis cuantitativos hay que
evaluar el CV de los patrones (estandares), el CV de las muestras control y el
CV entre las réplicas (muestras problema) (AENOR, 2020).
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Para el duplicado de estandares, el porcentaje medio total del CV fue prac-
ticamente del 100%. Sélo un estandar 1 en el ensayo de leche sobrepasé el
15% permitido.

Como ya se ha reflejado en el apartado de resultados, los valores no acep-
tables en los MR se correspondieron a duplicados de MoniQA Low y MoniQA
High, utilizados en la deteccién de proteina de leche. Los resultados de preci-
sion para el analisis de proteina de huevo fueron satisfactorios y para el gluten
también obtuvimos unas buenas medias de CV con los MR y el sobrante de
intercomparacion (FAPAS TYGO001 2,34%, FAPAS TYG002 1,14% e IC 327
3,90%) y un CV del 6,66% para la unica muestra de FAPAS 27204QC em-
pleada en la deteccion de gliadina. En el estudio de Lexhaller et al. (2016),
obtuvieron una media de CV en el PWG-gliadin del 6,0% para el R5 ELISA
(RIDASCREEN® Gliadin). Para los otros 4 kits comerciales las medias de CV
fueron de 8,8%, 9,2%, 4,7% y 6,1% (n=4 en cada kit). En los casos en los que
no existe MRC, como puede ser en la deteccion de alérgenos en alimentos,
consideramos que las medidas por duplicado son esenciales para el control
de la calidad del método analitico y detectar errores sistematicos.

El menor grado de concordancia entre las réplicas tuvo lugar entre las mues-
tras problema, con una aceptacion del 82,4% y una precision del 10,56%.

Resumiendo nuestros resultados relativos a la evaluacion de estos criterios de
aceptacion establecidos por el CNA 'y laboratorios de control oficial, los pode-
mos considerar aceptables. Sin embargo, el comportamiento del kit RIDAS-
CREEN® FAST Milk ha resultado ser el menos estable y con peor exactitud,
al igual que el comportamiento de los MR MoniQA.

Los Kits ELISA han sido criticados en ocasiones por sus resultados inestables.
En el estudio de Lacorn et al. (2018) se realiza una exposicion de lecciones
aprendidas de casos practicos que repasan aspectos como las interferencias,
reactividad cruzada, materiales de referencia, influencias de la matriz, frag-
mentacion de alérgenos y gluten y el malinterpretado uso previsto del método.
Estos autores también exponen aspectos a considerar sobre los principales
parametros a la hora de realizar la validacién de un método de ELISA, como
son el limite de cuantificacién y el limite de deteccion, sin dejar de lado otros
considerandos sobre el efecto matriz e interferencia, sobre los errores siste-
maticos y aleatorios para el calculo de la incertidumbre y su relacion con la no
disponibilidad de materiales de referencia certificados.

El CNA, en consenso con los laboratorios de control oficial, también acordd
unos criterios para la validacion del método:

» Seleccidon de matrices: minimo cinco grupos distintos de matrices, consi-
derando dentro de cada grupo alimentos distintos.

» Limites de deteccion/cuantificacion: el valor del estandar de menor con-
centracion, que en la mayoria de los casos coincide con el limite de cuan-
tificacion declarado por el fabricante. Tanto el limite de deteccion y de
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cuantificacion se deben comprobar en cuanto a precisién y exactitud so-
bre matriz.

* Precision: en condiciones de reproducibilidad intermedia, al menos tres
repeticiones para cada una de las matrices. Como criterio de aceptacion
se estableci6 una variacion maxima del 25% (RSR >25%).

» Exactitud: mediante el porcentaje de recuperacion (80-120% para los en-
sayos de gluten y el 70-130% para los ensayos del resto de alérgenos).

* Niveles de rango de trabajo: el método debe estar controlado en cuanto a
precision y exactitud en al menos tres niveles de rango de trabajo (bajo,
medio y alto).

Estas recomendaciones y criterios a la hora de plantearse la validacion de un
método de deteccion de alérgenos, se acaban de ver reforzadas con la publi-
cacion de la Norma UNE-EN ISO 15842:2020.

Las reacciones de hipersensibilidad alimentaria son un tema de creciente pre-
ocupacion en la inocuidad alimentaria a nivel mundial y en la UE. Asi lo de-
muestra la iniciativa de la CE de modificar el Reglamento (CE) n.° 852/2004
para incluir nuevos requisitos de seguridad alimentaria relacionados con la
prevencion de la presencia de alérgenos en la cadena alimentaria, alineando-
se con el nuevo Codigo de practicas sobre gestion de alérgenos alimentarios
del Codex Alimentarius que sera adoptado préximamente.

Todas estas novedades e informacion nos seran de gran utilidad en los en-
sayos rutinarios con los Kits de ELISA para la deteccion de alérgenos y de
gluten y debe alentarnos para validar nuestro método. No solo para seguir
controlando los principales alérgenos en los CEIl del Ministerio de Defensa,
sino también para el control del gluten en otras instalaciones alimentarias mi-
litares como los centros docentes militares de formaciéon y en los menus de
la raciones individuales de combate, maxime desde que la celiaquia ha que-
dado fuera del cuadro de exclusiones médicas para el ingreso en las Fuerzas
Armadas.
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El objetivo general de la seguridad alimentaria es proveer de alimentos ino-
cuos que no provoquen dafos a la salud de las personas. El enfoque para
garantizar la inocuidad alimentaria se basa, entre otros principios y medidas,
en el analisis del riesgo y la corresponsabilidad de la cadena alimentaria.

El Reglamento (CE) n.° 178/2002 establece el analisis del riesgo como la
base de la legislacion alimentaria y lo define como un proceso formado por
tres elementos interrelacionados: determinacion del riesgo, gestidn del riesgo
y comunicacion del riesgo. La determinacion o evaluaciéon del riesgo, es un
proceso con fundamento cientifico formado por cuatro etapas: identificacion
del factor de peligro, caracterizacion del factor de peligro, determinacién de la
exposicion y caracterizacion del riesgo.

La determinacion de la exposicion evalua cualitativa y/o cuantitativamente la
ingestion probable de peligros bioldgicos, quimicos vy fisicos a través de los
alimentos, y de las exposiciones que derivan de otras fuentes, si fueran perti-
nentes. Incluye niveles de exposicion que existen o podrian existir (segun los
habitos de consumo y los niveles de contaminacién), y considera grupos de
poblacion vulnerables o expuestos a alto riesgo.

Por otro lado, el Reglamento (CE) n.° 178/2002 asigna responsabilidades
en materia de seguridad alimentaria a los explotadores de empresas alimen-
tarias y a los EE.MM. Los primeros deben asegurar en todas las etapas de la
cadena alimentaria que los alimentos cumplen los requisitos de la legislacidon
alimentaria y verificar que se cumplen dichos requisitos, mediante sistemas
de autocontrol basados en el analisis de APPCC. Por su parte, los EE. MM.
deben velar por el cumplimiento de la legislacion alimentaria, y controlar y
verificar que los explotadores de empresas alimentarias cumplen los requisi-
tos pertinentes de la legislacion alimentaria en todas las etapas de la cadena
alimentaria.

En el contexto de esta Tesis Doctoral, esta responsabilidad compartida se
reparte entre la empresa adjudicataria del servicio de alimentacion de los CEl,
que tiene establecido un sistema de autocontrol APPCC en todos los CEI del
Ministerio de Defensa, y la IGESANDEF, como autoridad sanitaria responsa-
ble del control oficial.

La IGESANDEF, a través de las Direcciones de Sanidad de los Ejércitos y
Armada, como parte del control oficial, elabora un programa anual de inspec-
ciones siguiendo las directrices de la Instruccién Técnica Sanitaria 01/2014,
que regula y normaliza el procedimiento de las inspecciones de seguridad ali-
mentaria en las instalaciones alimentarias militares, incluidas las cocinas-co-
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medores de los CEI. Estas instalaciones estan categorizadas en base a una
evaluacion de los riesgos sanitarios realizada por parte de los oficiales vete-
rinarios inspectores que, en funcion de la puntuacion obtenida, determina la
frecuencia de inspeccion. Todos los CEl pertenecen a la categoria A, lo que
supone realizar, al menos, 3 inspecciones anuales, en el desarrollo de las
cuales se pueden tomar muestras de alimentos de caracter informativo, pro-
batorio 0 en cumplimiento de una campafa oficial como la que se llevé a cabo
durante el afo 2017. La IGESANDEF planifica todos los anos una campafa
de control oficial en alimentos y otras actividades de control de vigilancia y se-
guimiento que ejecutan los oficiales veterinarios como agentes de la autoridad
sanitaria, con el fin de comprobar que los operadores de las empresas alimen-
tarias observan las normas de higiene y seguridad alimentaria. Este sistema
de actuaciones de control oficial en el Ministerio de Defensa es e quivalen-
te al Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria que realizan
otras Administraciones publicas espafiolas en el ambito de sus competencias.
El CEMILVETDEF, a través del Laboratorio de Seguridad Alimentaria y Salud
Publica, es el encargado de realizar los analisis de las muestras tomadas en
las campanas de control oficial y vigilancia.

Estos dos aspectos, la implantacion de un sistema de autocontrol en cada CEl
y el control oficial al que se ven sometidos, aportan un alto grado de seguridad
alimentaria, como revelan los resultados obtenidos en el presente estudio.
Los resultados de esta Tesis Doctoral permiten, en este marco del analisis del
riesgo, contribuir a evaluar la exposicién de un grupo de poblacion vulnerable,
como son los nifos de 0-3 afios, a algunos de los riesgos que pueden vehi-
cular los menus servidos en los comedores de los CEI del Ministerio de De-
fensa, en concreto, de patégenos (Salmonella spp., Listeria monocytogenes
y Cronobacter spp.) y otros microorganismos y de sustancias que provocan
reacciones de hipersensibilidad (gluten, proteina de leche y de huevo). Ade-
mas, también evalua posibles desequilibrios nutricionales.

Tras evaluar en los capitulos precedentes la exposicién a los riesgos objeto
de esta Tesis y analizar los factores y circunstancias que han podido contribuir
a ellos, en este capitulo se proponen una serie de medidas que podrian ser
implementadas como parte del sistema de autocontrol de los CEl asi como del
control oficial para mejorar la gestion de dichos riesgos.

6.1 PROPUESTA DE MEDIDAS PARA LA MEJORA DE LA GESTION DE
RIESGOS MICROBIOLOGICOS

Los resultados obtenidos en los analisis microbiolégicos han permitido verificar
la eficacia del sistema de autocontrol implantado por la empresa adjudicataria.
No obstante, teniendo en cuenta que los menus van dirigidos a poblacién de
riesgo (lactantes y nifios de corta edad), la deteccion de Cronobacter spp. en
una muestra, asi como la existencia de muestras no aceptables en relacion a
los indicadores de higiene del proceso, aunque con baja prevalencia, nos lleva
a proponer las siguientes medidas de mejora, con el fin de que puedan ser de
utilidad tanto para el autocontrol como para el control oficial.
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6.1.1 Medidas propuestas para el operador de la empresa (autocontrol):

1.

Revisar el tratamiento térmico aplicado y mantenimiento post-elabora-
cion de los platos calientes, en especial de los purés de los menus de
iniciacién y verificar su eficacia.

Revisar los procedimientos de higienizacién de hortalizas y frutas y
verificar su eficacia.

Incluir en la verificacion del plan de limpieza y desinfeccién la toma de
muestras de superficies para detectar la posible presencia de bacte-
rias que forman biofiims (L. monocytogenes 'y Cronobacter spp.)

Realizar cursos de formacion continuada para manipuladores trans-
mitiendo los resultados de esta Tesis Doctoral y haciendo hincapié en
los puntos anteriores.

6.1.2 Medidas propuestas para el control oficial:

1.

Disefar una campafa de control oficial especifica para ingredientes
de ensaladas, incluyendo el analisis de patdgenos formadores de es-
poras (BC y CSR), en consonancia con estudios de otros grupos de
investigadores (Osimani et al., 2015; Petruzzelli et al., 2018; Bogda-
novicova et al., 2019; Soares et al., 2020a), y para los que se dispone
de técnicas analiticas validadas en el Laboratorio de Seguridad Ali-
mentaria y Salud Publica del CEMILVETDEF.

En el caso de obtener recuentos positivos de EC, investigar la posible
presencia de STEC mediante PCR en tiempo real en base a la Norma
ISO 13136:2012.

Valorar la toma de muestras de superficies durante las inspecciones
de control oficial para detectar la posible presencia de bacterias que
forman biofilms (L. moncytogenes y Cronobacer spp.).

Validar la técnica analitica de Cronobacter spp. para un mayor asegu-
ramiento de la calidad de los resultados.

6.2 PROPUESTA DE MEDIDAS PARA LA MEJORA DE LA GESTION DE
RIESGOS NUTRICIONALES

Puesto que el menu escolar es fundamental para cubrir parte de las necesida-
des diarias de energia y nutrientes y, teniendo presente que se debe comple-
mentar con el resto de comidas consumidas en el hogar familiar, la evaluacion
de los riesgos nutricionales permite la adecuacion de la dieta para un correcto
crecimiento y desarrollo de la poblacion infantil.

Los resultados obtenidos muestran un margen de mejora en la gestion de
estos riesgos en algunos de los menus, que permitan un ajuste energético, de
los perfiles caléricos y lipidicos y de la ingesta de micronutrientes. Por ello, se
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proponen las siguientes medidas de mejora de la gestion de los riesgos nutri-
cionales en los menus servidos en los CEIl del Ministerio de Defensa:

6.2.1 Medidas propuestas para el operador de la empresa (autocontrol):

1. Sustituir los postres a base de yogures por purés de fruta, en los me-
nus de iniciacion de GC.

2. Incrementar el numero de raciones de arroz, ensaladas y frutas, y dis-
minuir la presencia de carne en beneficio de pescado y huevos, como
primera intervencion para ajustar el perfil calérico y otros desajustes
detectados (calidad de la grasa y micronutrientes), en los menus com-
pletos de GC.

3. Mejorar la variedad en las recetas, en los menus completos de GD
tanto en los primeros platos como en los segundos platos.

4. Mejorar la rotacion de pescados en general, e introducir raciones de
pescado azul, tanto en los menus de GD como en los de GC.

6.2.2 Medidas propuestas para el control oficial

1. Elaborar un programa de intervencion que asesore y modifique las
planillas de los menus durante un curso escolar, en base a las pro-
puestas anteriores y a los resultados del presente estudio.

2. Realizar una evaluacion nutricional y dietética de los menus libres de
gluten y otros menus especiales (sin leche, sin lactosa, sin huevo,
etc.).

3. Disefar un cuestionario para evaluar la calidad nutricional y de la die-
ta de los menus de los CEI del Ministerio de Defensa (incluyendo
subcategorias para algunos grupos de alimentos y basado en items
cuantificables y escalas de equilibrio).

6.3 PROPUESTA DE MEDIDAS PARA LA MEJORA DE LA GESTION DE
RIESGOS DE SUSTANCIAS QUE CAUSAN HIPERSENSBILIDAD ALIMEN-
TARIA

Una correcta evaluacion del riesgo de alérgenos es esencial para que las em-
presas alimentarias gestionen este peligro. El control en el sector de la restau-
racion colectiva se centra en la informacion al consumidor y la prevencion del
contacto cruzado. Por ello, incluir un plan de control de alérgenos como parte
esencial del sistema de autocontrol minimiza el riesgo asociado a la presencia
de estas sustancias en los alimentos.

En los CEI del Ministerio de Defensa se elaboran menus especiales para las
diferentes reacciones de hipersensibilidad que padecen los nifios. En las pla-
nillas de los menus y sus correpondientes fichas técnicas se detallan los in-
gredientes entre los que se excluyen las sustancias causantes de la hipersen-
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sibilidad alimentaria. Un plan analitico adecuado de estos menus especiales
ayuda al control del riesgo de estas sustancias no deseables en los alimentos.
Para ello, son necesarias metodologias analiticas fiables y validadas.

La deteccion de solo dos muestras positivas (gluten y proteina de leche) po-
dria indicar una gestion eficaz de estos riesgos. No obstante, hay que tener en
cuenta que, ademas de la edad de los nifios a los que van dirigidos los menus
especiales, hay afadir el factor de riesgo de la hipersensibilidad que padecen.
Por ello, se hace necesario implementar medidas que contribuyan a reducir el
riesgo en la mayor medida posible.

6.3.1 Medidas propuestas para el operador de la empresa (autocontrol):

1.

Revisar y mejorar el plan de limpieza y desinfeccion de superficies,
incluyendo la toma de muestras con tiras LFD.

Aumentar la frecuencia de los cursos de formacién continuada de los
manipuladores, asi como el contenido dedicado al control de sustan-
cias causantes de reacciones de hipersensibilidad alimentaria, ha-
ciendo especial hincapié en las medidas preventivas para evitar el
contacto cruzado.

6.3.2 Medidas propuestas para el control oficial:

1.

Mejorar la metodologia analitica identificando previamente sus puntos
débiles (interferencias, reactividad cruzada, efecto matriz, rendimien-
to de los materiales de referencia).

Validar del método mediante ELISA de determinacion de gluten, pro-
teina de leche y proteina de huevo.

Participar en mas ensayos de intercomparacion.

Verificar in situ el cumplimiento de lo recogido en el plan de control de
alérgenos.
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CONCLUSIONES

En base a nuestros resultados, presentados en esta Tesis Doctoral, hemos
establecido las siguientes conclusiones:

PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CUARTA

QUINTA

SEXTA

SEPTIMA

Bajo el punto de vista microbioldgico, el analisis de microorganis-
mos patodgenos y de indicadores sobre las muestras analizadas
evidencio un alto grado de seguridad alimentaria y de higiene del
proceso, observandose que frutas y menus sin tratamiento térmi-
co presentaron los niveles mas altos de contaminacion.

El otofio fue la estacion del afo en la que se observé un mayor
porcentaje de muestras positivas, obteniéndose, ademas, recuen-
tos de aerobios mesdfilos totales, enterobacterias y Escherichia
coli significativamente mayores que en invierno. Por el contrario,
el invierno fue la estacién de menor riesgo microbioldgico. Los re-
sultados microbioldgicos no se vieron influenciados por el modelo
de gestioén (directa o contratada).

Bajo el punto de vista nutricional, el valor energético de los menus
fue correcto, excepto para los de iniciacion de gestidon directa,
que fue menor a lo recomendado.

Los perfiles energéticos resultaron ser superiores a lo recomen-
dado en proteina y grasa, e inferiores a lo recomendado en cuan-
to a hidratos de carbono en los menus de gestién contratada.
Asimismo, todos los menus ofrecieron valores superiores en
azucares sencillos y fibra. Estos resultados son coincidentes con
otros estudios epidemioldgicos realizados en nuestro pais.

El aporte de colesterol fue elevado en todos los menus excepto
en los de iniciacion de gestion directa. Globalmente, se detecto
un adecuado perfil lipidico a excepcién del elevado contenido de
acidos grasos saturados y de acidos grasos frans en los menus
de iniciacidén de gestion contratada. Se observaron unos valores
adecuados de acidos grasos omega-6, pero una deficiencia en
acidos grasos omega-3 en todos los menus.

Los aportes medios diarios de vitaminas y minerales, en su con-
junto, fueron adecuados. No obstante, destacaron algunos des-
equilibrios: un escaso aporte de vitamina D, yodo y zinc; un ex-
cesivo aporte de vitamina K, selenio, potasio y de sodio (menus
completos); y una relacion calcio/fésforo no adecuada.

En los menus de gestion contratada se observé una oferta baja
de alimentos como arroz, huevos, pescado, ensaladas y frutas. El
grupo de los pescados fue el que menos rotd, con predominio de
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merluza y carencia de pescado azul. Tanto la variedad de recetas
como de técnicas culinarias, en su conjunto, se ajustaron a las
recomendaciones para comedores escolares.

La presencia de sustancias que pueden causar reacciones de hi-
persensibilidad alimentaria en los menus especiales fue muy baja
(proteina de leche y gluten en sendas muestras). No obstante, no
se puede concluir que el riesgo no sea significativo y se deben
reforzar las medidas de control.

El control de calidad analitico de los kits utilizados (curva de ca-
librado, exactitud y precision) mostro resultados satisfactorios,
excepto en la recuperacion de la proteina de leche a partir de los
materiales de referencia MoniQA. Esto supone un avance en el
conocimiento de datos sobre la fiabilidad de los resultados obte-
nidos, y nos hace estar a la vanguardia en este tipo de estudios.

Los resultados obtenidos nos han permitido proponer una serie
de medidas de mejora a implementar tanto en el autocontrol de
la empresa que gestiona los comedores de los centros de edu-
cacion infantil, como en el control oficial de los mismos llevado a
cabo por la Inspeccion General de Sanidad de la Defensa. Entre
estas medidas se incluye una revision y mejora de los planes
generales de higiene de la empresa y de la evaluacion nutricional
de los menus, la validacion de técnicas analiticas, asi como la in-
clusion de nuevos parametros en las campafas de control oficial.
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Based on our findings, presented in this Doctoral Thesis, we have established
the following major conclusions:

FIRST

SECOND

THIRD

FOURTH

FIFTH

SIXTH

SEVENTH

From a microbiological point of view, when examining pathogenic
and indicator microorganisms, the analyzed samples showed a
high level of food safety and process hygiene criteria, with fruits
and non-heat-treated meals showing the highest levels of contam-
inacion.

Autumn was the season with the highest percentage of positive
samples and with statistically significant higher counts in total me-
sophilic aerobes, Enterobacteriaceae and total coliforms in com-
parison with winter. By contrast, winter showed the lowest microbi-
ological risk. The management model (direct and catering) did not
influence the microbiological results.

From a nutritional point of view, the energy content of the menus
was appropriate, except for the infant menus of direct manage-
ment, which were lower than the recommended content.

The energy profiles showed an excess of protein and fat in relation
to the recommendations and a carbohydrates deficiency in ca-
tered menus according to the food recommendations. Moreover,
all menus showed high levels of simple sugars and fiber. These
results are in line with other epidemiologic studies carried out in
our country.

Cholesterol intake was high in all menus, except for infant menus
of the direct management model. Globally, an adequate lipid profile
was detected, with the exception of the high content of saturated
and trans-fatty acids in the catered menus for infants. Appropriate
omega-6 fatty levels were detected, but we observed an omega-3
fatty acids deficiency in all menus.

The average daily vitamin and mineral supply was overall appro-
priate. However, some unbalances were low vitamin D, iodine and
zinc supply; an excess of vitamin K, selenium, potassium and so-
dium (complete menus); and an inadequate calcium/phosphorous
ratio.

Catering menus showed a low offer of rice, eggs, fish, salads and
fruits. The food rotation was low in the fish group, in which hake
was predominant and there was a lack of fatty fish. Both the overall
variety of the recipes and the variety in culinary techniques were in
line with the recommendations for school canteens.
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The presence of substances causing food hypersensitivity reac-
tions was very low in special menus (cow’s milk protein in one and
gluten in another). Nevertheless, it can not be concluded that the
risk is not significative and control measures must be reinforced.

The analitycal quality control in the test kits we used (calibration
cruve, accuracy and precision) showed satisfactory results, ex-
cept for the recovery of cow’s milk protein from the MoniQA ref-
erence materials. This means a progress in the knowledge about
the feasibility of the results was obtained and thus allows us to be
at the forefront of this kind of studies.

As a consequence of our results we have presented a proposal
for improving the self-monitoring in childcare centres and the of-
ficial control carried out by the Health Authority of the Ministry of
Defense. These measures include the review and improvement
of general hygiene plans by the company, nutritional evaluation of
the menus, validation of the analytical techniques, as well as the
inclusion of new parameters in official control campaigns
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RESUMEN

Introduccién: La poblacion infantil es mas vulnerable a las enfermedades de transmision alimentaria que otros grupos demograficos.
En los tltimos afos se han notificado brotes de enfermedades de origen alimentario en guarderias causados por agentes patogenos
como Salmonella spp., Listeria monocytogenes o Cronobacter sakazakii. Objetivos: Determinar la calidad microbioldgica de las co-
midas servidas en los comedores de las guarderias en relacion con los criterios de seguridad alimentaria y de higiene de los procesos.
Materiales y Métodos: Se analizaron 241 muestras del ment de iniciacion y del ment completo en 13 guarderias. Se investigo la
presencia de Salmonella spp. y Cronobacter spp. y se realizo el recuento de L. moncytogenes'y de los microorganismos indicadores de
la higiene de los procesos (acrobios mesofilos, enterobacterias totales, coliformes totales, Escherichia coli B-glucuronidasa positivos
y Staphylococcus aureus). Resultados: Salmonella spp. y L. monocytogenes no se detectaron en ninguna de las muestras analizadas.
Cronobacter spp. se aislo en la guarnicion de ensalada de un segundo plato. E. coli no se detectd en ninguna muestra y para el resto de
indicadores de higiene las prevalencias fueron las siguientes: aecrobios mesofilos 36,10 %, enterobacterias 13,28 %, coliformes totales
7,47 %y S. aureus 4,14 %. El grupo de frutas fue siempre el que presenté mayor prevalencia en todos los parametros, seguido por
los segundos platos debido principalmente a la presencia de ensaladas en la guarnicion. Conclusiones: Conforme a los resultados
microbiologicos obtenidos, se considera que las comidas servidas tienen un alto grado de calidad microbiologica.

PALABRAS CLAVE: Calidad microbioldgica, Guarderias, Seguridad alimentaria.

Microbiological Control of the Food Served in Children’s Education Centres of the Ministry of Defense in 2017

SUMMARY: Introduction: Infants and children are more vulnerable to foodborne illnesses than other demographic population. In
recent years, foodborne outbreaks have been reported in kindergartens because of the presence of pathogenic agents like Salmonella
spp., Listeria monocytogenes and Cronobacter sakazakii. Objective: To determine the microbiological quality of foods ready for con-
sumption in kindergarten foodservices regarding food safety and process hygiene criteria. Materials and Methods: 241 food samples
from the initiation menu and full menu were analyzed in 13 kindergartens. Salmonella spp. and Cronobacter spp. were investigated
and an enumeration of L. monocytogenes and of the hygiene indicator microorganisms (mesophilic aerobes, enterobacteriaceae,
B-glucuronidase positive Escherichia coli, total coliforms and Staphylococcus aureus) was carried out. Results: No Salmonella spp.
or L. monocytogenes were isolated from any of the samples. Cronobacter spp. was isolated in the fresh salad of a second plate. E. coli
was not detected in any sample and the results shown in the rest of the hygiene indicators were the following: mesophilic acrobes
36,10 %, enterobacteriaceae 13,28 %, total coliforms 7,47 % and S. aureus 4,14 %. The fruits group was always the one that showed
the highest prevalence in all the parameters, followed by the second courses mainly due to the presence of fresh salads. Conclusions:
According to the microbiological results obtained, it is considered that the meals served have a high level of microbiological quality.

KEYWORDS: Microbiological quality, Kindergarten, Food safety.
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INTRODUCCION

Segtin Buzby (2001)', la poblacion infantil es mas vulnerable
a las enfermedades de transmision alimentaria que otros grupos
demograficos, debido al desarrollo parcial del sistema inmune y
a un menor peso corporal que reduce la dosis infectiva necesaria
para provocar la enfermedad. Asi lo demuestra la notificacion
de diferentes brotes de origen alimentario en lactantes y nifios de
corta edad causados por bacterias patogenas como Salmonella
spp., L. monocytogenes o C. sakazakii>>*>.

La normativa europea establece los criterios microbioldgicos
aplicables a los productos alimenticios. Por un lado, fija criterios
microbioldgicos para la seguridad de los alimentos, y por otro,
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criterios microbioldgicos que definen la aceptabilidad del proce-
s0°. El estudio realizado por Aguirre y Aguirre (2013)7 en centros
infantiles asturianos, resaltaba la escasez de investigaciones para
evaluar la calidad microbioldgica de las comidas servidas en co-
medores escolares.

La Ley 17/2011 de seguridad alimentaria y nutricion, esta-
blece que seran los drganos sanitarios competentes del Ministe-
rio de Defensa, los que apliquen sus disposiciones cuando éstas
afecten a las unidades, centros y dependencias pertenecientes al
Ministerio de Defensa®. Actualmente hay 25 centros de educa-
cion infantil (CEI) dependientes del Ministerio de Defensa, aco-
giendo a 1.222 nifios de edades comprendidas entre los 6 meses y
3 afios (primer ciclo de educacion infantil).

Todo lo expuesto anteriormente, demuestra la conveniencia
de realizar analiticas de control microbiolégico de las comidas
servidas a la poblacion infantil. Por tanto, el objetivo principal
de este estudio es determinar la calidad microbioldgica de las co-
midas servidas en los comedores de los CEI adscritos al Ministe-
rio de Defensa, teniendo en cuenta los criterios microbiologicos
de seguridad alimentaria e higiene de los procesos establecidos
por la legislacion. Otros objetivos especificos son evaluar la in-
fluencia del tipo de alimento, del tratamiento térmico recibido y
del modelo de gestion.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio observacional transversal sobre los pla-
tos servidos en los CEI del Ministerio de Defensa. La totalidad
de los CEI de los que se tomaron muestras estaban adjudicados a
una nica empresa que gestionaba de manera integral la alimen-
tacion, ya fuera elaborando las comidas en las propias cocinas
de las guarderias (gestion directa) o mediante la contratacion de
un catering (gestion contratada).

El oficial veterinario asignado a cada CEI, cumpliendo el
cronograma de una campana de control oficial, realizé un mues-
treo no probabilistico consecutivo durante 5 dias del menu de
iniciacion a base de purés y del menu completo formado por un
primer plato, segundo plato y postre.

A su vez, estos platos podian haber sufrido un tratamiento
térmico (grupo A) o ser comidas preparadas sin tratamiento tér-
mico o que al menos alguno de sus ingredientes no hubiera sido
tratado térmicamente (grupo B).

Se han analizado un total de 241 muestras, procedentes de
8 CEI que disponen de cocina propia y 5 CEI con catering (Tabla 1).

En la Tabla 2 se recogen los métodos analiticos utilizados
para cada microorganismo analizado, para los cuales se utiliza-
ron técnicas de microbiologia tradicional y automatizada basa-
das en procedimientos acreditados por la Entidad Nacional de
Acreditacion (ENAC), a excepcion de la investigacion de Crono-
bacter spp.

Tabla 2. Métodos analiticos utilizados para cada parametro.

Método analitico Parimetro analizado
ISO 6579:2002 y VIDAS® SLM

1SO 11290:2017 y VIDAS® LMO2

Investigacion Salmonella spp.

Deteccion y recuento L.
monocytogenes

1SO 22964:2017 y PCR Tiempo Real Investigacion Cronobacter spp.

TEMPO® AC Recuento Aerobios mesofilos
TEMPO® EB Recuento Enterobacterias totales
TEMPO® TC Recuento Coliformes totales
TEMPO® EC Recuento E. coli B-glucuronidasa +
TEMPO® STA Recuento S. aureus

Para la investigacion de Salmonella spp. se empleo el sistema
automatizado VIDAS®, que consiste en un inmunoensayo en-
zimatico que detecta antigenos de Salmonella mediante la téc-
nica ELFA (ensayo de fluorescencia ligado a enzima). Para el
recuento de microorganismos indicadores de calidad higiénica
se utilizo el sistema automatizado TEMPO®, que estima la can-
tidad de microorganismos basandose en la técnica del nimero
mas probable. A partir de la dilucion inicial (1/10: 25 g represen-
tativos de la muestra en 225 ml de agua de peptona tamponada),
se prepard una dilucion 1/400 en el caso de TEMPO® AC y de
1/40 en el resto de microorganismos.

Para la investigacion de Cronobacter spp. se siguid el mé-
todo horizontal descrito en la ISO 22964:2017 con la modifi-
cacion de la fase de confirmacion en la que se utilizoé la técnica
de PCR a tiempo real. Las colonias sospechosas de Cronobac-
ter spp. se confirmaron con el Thermo Scientific™ SureTect™
Cronobacter spp. PCR Assay, certificado por NF VALIDA-
TION siguiendo el protocolo de validacion de la norma ISO
16140.

Para el estudio estadistico descriptivo todos los recuentos
microbiologicos se transformaron a logaritmos y se analizaron
las medias, desviaciones estandar y rangos mediante Microsoft
Excel (2013).

Tabla 1. Niumero de muestras analizadas segun el tipo de gestion, plato y tratamiento.

A

B

GD GC GD GC TOTAL
Primer plato 36 25 4 - 65
Segundo plato 35 18 3 7 63
Fruta - - 35 14 49
Purés 39 25 - - 64
TOTAL 110 68 42 21 241

GD: Gestion directa. GC: gestion contratada. A: comidas preparadas con tratamiento térmico. B: comidas preparadas sin tratamiento térmico o con trata-

miento térmico que lleva alglin ingrediente no sometido a tratamiento térmico.
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RESULTADOS

Las bacterias patogenas Salmonella spp. y L. monocytoge-
nes no se detectaron en ninguna de las muestras analizadas. No
obstante, Cronobacter spp. se aisld y confirmo en la guarnicion
(ensalada de lechuga y maiz) de un segundo plato de merluza en
salsa.

Respecto a los microorganismos indicadores de la higiene de
los procesos, la Tabla 3 muestra los recuentos y prevalencias de
cada uno de ellos en las 241 muestras analizadas. Se considera-
ron positivas las muestras cuyos recuentos superaron los limites
inferiores de cuantificacion del sistema automatizado TEMPO®
para cada tipo de ensayo (100 UFC/g para AM y 10 UFC/g para
el resto de microorganismos).

En la Tabla 4 se reflejan las prevalencias obtenidas para los
microorganismos aerobios mesofilos (AM), E. coli (EC) entero-
bacterias totales (EB), coliformes totales (CT) y S. aureus (STA),
segun el tipo de plato.

EC no se detecto en ninguna muestra, mientras que los AM
mostraron la mayor prevalencia (36,10 %), destacando que mas
de la mitad de las frutas fueron positivas (53,06 %). Le siguieron
en porcentaje los segundos platos y purés practicamente con el
mismo porcentaje (34,92 % y 34,37 %, respectivamente). Res-
pecto a los primeros platos, aproximadamente la cuarta parte

(26,15 %) presentaron recuentos de AM superiores al limite de
cuantificacion.

El 13,28 % de las muestras analizadas resultaron positivas
para EB, siendo de nuevo las frutas las que mostraron el mayor
porcentaje (34,69 %). El recuento positivo fue bajo en los pri-
meros platos y en los purés (6,15 %y 3,12 %, respectivamente) y
algo mayor en los segundos platos (14,28 %).

La prevalencia de CT fue de un 7,47 %, volviendo a ser las
frutas las que mostraron el porcentaje mas alto (14,28 %). Un
total de siete frutas resultaron positivas, el mismo niimero que
para los segundos platos, lo que supuso un 11,11 % del total.
En los primeros platos y en los purés el porcentaje de muestras
positivas fue 3,08 %y 3,12 %, respectivamente.

Finalmente, STA solo se aislé en 10 muestras, concretamente
en tres piezas de frutas, tres purés, dos primeros platos y dos
segundos platos.

En la Tabla 5, se muestran los resultados correspondientes a
los alimentos segun el tratamiento térmico al que fueron some-
tido (grupo A y grupo B). La prevalencia de todos los microor-
ganismos estudiados fue superior en los alimentos del grupo B:
58,73 % para AM, 42,86 % para EB, 23,81 % para CT y 6,34 %
para STA.

Por ultimo, en la Tabla 6 se comparan los modelos de gestion,
8 CEI con cocina central frente a 5 CEI con cocina catering. Se

Tabla 3. Recuentos ( Log UFClg) de microorganismos indicadores de la higiene del proceso.

Muestras positivas (n) Prevalencia ( %) Media (DE) Minimo- Maximo
AM 87 36,10 2.87(0.89) 2,00-5,69
EB 32 13,28 2,38 (1.21) 1,00-4,69
EC 0 0 - -
CT 18 7.47 2,42 (1,25) 1.00-4,69
STA 10 4,14 1,19 (0.16) 1,00-1,32

DE: desviacion estandar.

AM: aerobios mesofilos. EB: enterobacteriaceas. EC: E. coli. CT: coliformes totales. STA: S. aureus.

Tabla 4. Recuentos ( Log UFClg) de microorganismos indicadores de la higiene de los procesos segun el tipo de plato.

Microorganismo Muestras positivas (n) Prevalencia ( %) Media (DE) Minimo-Mdximo

Primer plato AM 17 26,15 2,72 (0,78) 2,00-4,08

(n=65) EB 4 6,15 1,43 (0,34) 1,00-1,77
EC 0 0 - -

CT 2 3,08 1,00 (0,00) 1,00-1,00

STA 2 3,07 1,32 (0,00) 1,32

Segundo plato AM 22 34,92 3,33(1,19) 2,00-5,69

(n=063) EB 9 14,28 3,14 (1,49) 1,00-4,69
EC 0 0 - -

CT 7 11,11 3,35(1.25) 1,64-4,69

STA 2 3,17 1,16 (0,23) 1,00-1,32

Fruta AM 26 53,06 2,66 (0,88) 2,00-5,69

(n=49) EB 17 34,69 2,15 (0,98) 1,00-4,69
EC 0 0 - -

CcT 7 14,28 1,80 (0,65) 1,00-2,68

STA 3 6,12 1,11 (0,18) 1,00-1,32

Purés AM 22 34,37 2,80 (0,72) 2,00-4,26

(n=64) EB 2 3,12 2,79 (1,34) 1.85-3,74
EC 0 0 - -

CT 2 3,12 2,78 (1,17) 1,95-3.61

STA 3 4,68 1,21 (0,18) 1,00-1,32

DE: desviacion estandar.

AM: aerobios mesoéfilos. EB: enterobacteriaceas. EC: E. coli. CT: coliformes totales. STA: S. aureus.
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Tabla 5. Recuentos (Log UFClg) de microorganismos indicadores de la higiene de los procesos segiin el tratamiento térmico.

Microorganismo Muestras positivas (n) Pre:::;:)n cia Media (DE) Minimo-Maximo

AM 50 28,08 2,75 (0,74) 2,00-4,72

A EB 5 2.81 2,36 (1,53) 1,00-4,23
(n=178) EC 0 0 - -

CT 3 1,68 3,11 (1,01) 1,95-3,78

STA 6 3,37 1,27(0,13) 1,00-1,32

AM 37 58,73 3,04 (1,15) 2,00-5,69

B EB 27 42,86 2,38 (1,18) 1,00-4,69
(n=63) EC 0 0 - -

i CT 15 23,81 2,29 (1,27) 1,00-4,69

STA 4 6,34 1,08 (0,16) 1,00-1,32

DE: desviacion estandar.

AM: aerobios mesofilos. EB: enterobacteriaceas. EC: E. coli. CT: coliformes totales. STA: S. aureus. A: comidas preparadas con tratamiento térmico.
B: comidas preparadas sin tratamiento térmico o con tratamiento térmico que lleva alglin ingrediente no sometido a tratamiento térmico.

Tabla 6. Recuentos (Log UFClg) de microorganismos indicadores de la higiene de los procesos segun el modelo de gestion.

Microorganismo Muestras positivas (n) Prevalencia ( %) Media (DE) Minimo-Méaximo

Gestion directa AM 59 3881 2,85 (0,78) 2.00-4,72

(n=152) EB 24 15,79 2,21 (1,01) 1.00-4,69
EC 0 0 - -

CT 13 8,55 1,97 (0,94) 1.00-3,78

STA 6 3,94 1,16 (0,17) 1.00-1,32

Gestion contratada AM 28 31,46 2,84 (1,12) 2.00-5,69

(n=89) EB 8 8,79 2,90 (1,64) 1.00-4,69
EC 0 0 - -

cr 5 5,62 3,61 (1,22) 2.20-4,69

STA 4 4,49 1,24 (0,16) 1.00-1,32

DE: desviacion estandar.

AM: aerobios mesofilos. EB: enterobacteriaceas. EC: E. coli. CT: coliformes totales. STA: S. aureus. GD: gestion directa. GC: gestion contratada.

observan porcentajes ligeramente superiores de AM, EBy CT en
las cocinas de gestion directa (38,81 %, 15,79 %y 8,55 %, respec-
tivamente), con respecto a las de gestion contratada (31,46 %,
8,79 % y 5,62, respectivamente). Sin embargo, para STA se ob-
tiene una prevalencia mayor en las cocinas con catering (4,49 %),
que en las cocinas de gestion directa (3,94 %).

DISCUSION

La ausencia de L. monocytogenes 'y de Salmonella spp. in-
dica el cumplimiento de los criterios microbioldgicos de seguri-
dad alimentaria exigidos por la normativa europea®, revelando
un adecuado nivel de seguridad microbioldgica en las muestras
analizadas. En otros estudios realizados sobre la calidad micro-
biologica de las comidas servidas en comedores escolares tampo-
co se detectaron estos patogenos®'?. Sin embargo, en un estudio
llevado a cabo en guarderias y colegios de Italia, se aislo Salmo-
nella spp. en un 5 % de las muestras de verduras frescas y L. mo-
nocytogenes en una ensalada de tomate. Los autores seflalaron
como posible causa la ineficacia del procedimiento de limpieza y
desinfeccion de verduras!!.

El método analitico empleado para la investigacion de Cro-
nobacter spp. se considera idoneo y nos permitio aislar y confir-
mar su presencia en una Unica muestra, concretamente en una
guarnicion de lechuga y maiz.

La persistencia de Cronobacter spp. en ambientes de produc-
cion alimentaria'? y la notificacion de infecciones en ancianos y

10 Sanid. mil. 2019; 75 (1)
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adultos inmunocomprometidos'?, ha reactivado la investigacion
de esta bacteria por todo el mundo en otros productos diferentes
a las formulas infantiles, centrandose en alimentos listos para el
consumo y de venta al publico!*!51617.18,

En el estudio llevado a cabo por Vojkovska et al. (2016)'7
en la Republica Checa, se obtuvieron 38 muestras positi-
vas en muestras de verduras y vegetales (9.6 %). En nuestro
trabajo, de las 63 muestras de los segundos platos, solo
11 aportaron la guarnicién de ensalada, lo que supondria un
9,10 % de prevalencia de Cronobacter spp. en las ensaladas.
Ademas, 3 de las 11 ensaladas incluian maiz entre sus ingre-
dientes. Brandao et al. (2017)'® aislaron Cronobacter spp. en
el 66,7 % de las harinas analizadas. Entre las harinas estu-
diadas habia 11 harinas de maiz de las cuales 9 resultaron
contaminadas, demostrando que esta planta puede ser reser-
vorio de Cronobacter spp.

Respecto a los microorganismos indicadores de calidad hi-
giénica, la legislacion vigente no establece unos limites de acep-
tabilidad para las comidas preparadas. Por ello, se ha decidido
comparar los resultados con los limites de aceptabilidad micro-
biologica fijados por un estudio colaborativo en Italia'.

Solo cuatro de las muestras positivas a AM, no resultaron
aceptables. Por un lado, dos segundos platos, merluza con ensa-
lada, que rebaso el limite superior de cuantificacion del sistema
TEMPO® (5,69 log UFC/g) y tortilla con ensalada, con un re-
cuento de 5,57 log UFC/g. En ambos casos la guarnicion de en-
salada se componia de lechuga y maiz. Por otro lado, un puré de
ternera (4,26 log UFC/g) y un primer plato de arroz con tomate
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(4,08). Segun Aycicek et al. (2004)®, recuentos por encima de 5
log UFC/g podrian significar un riesgo potencial por la posible
presencia de microorganismos patogenos.

A las frutas frescas no se les aplica los criterios microbio-
logicos para AM porque a menudo contienen niveles altos de
estos microorganismos como parte de su flora normal. Por ello,
es normal que la mayor distribucién de AM se encontrara en las
frutas (53,06 %), con una media de 2,66 log UFC/g y una pieza
de ellas superando el umbral superior de cuantificacion (5,69 log
UFC/g).

Con relacion a las EB, ninguna de las muestras analizadas
de los primeros platos supero el criterio microbioldgico estable-
cido por Tonucci et al. (2005)". Si lo hicieron 6 de las 9 muestras
positivas de los segundos platos, debido principalmente a que 5
de ellas presentaban como guarnicion ensalada. Solo dos platos
con tratamiento térmico, un segundo plato y un puré de ternera,
mostraron resultados no aceptables. Las frutas vuelven a ser el
grupo con mayor numero de muestras positivas (34,69 %), con
una media de 2,15 log UFC/g y una muestra superando el li-
mite superior de cuantificacion del sistema TEMPO® (4,69 log
UFC/g).

Respecto a los CT, de las 6 muestras que superaron el li-
mite para EB, de nuevo 3 de ellas con ensalada de guarnicion
superaron el valor de aceptabilidad para CT, incluso dos con
resultados sobrepasando el umbral superior de cuantificacion
del equipo TEMPO® (4,69 log UFC/g). Mas llamativo es que
los dos platos con tratamiento térmico que superaron el limite
para EB (un pastel de merluza y el puré de ternera), presen-
taran también recuentos no aceptables de CT (3,78 y 3,61 log
UFC/g, respectivamente). Este hallazgo ocurrié en el mismo
CEI, lo que denota unas malas practicas de manipulaciéon
como pueden ser una preparacion con demasiada antelacion
y mantenimiento posterior a una temperatura incorrecta.
También puede indicar una contaminacién cruzada con utiles
de elaboracion o recipientes de conservacion mal higieniza-
dos. La prevalencia de este grupo de microorganismos en las
frutas no fue tan alta (14,28 %) y con recuentos siempre por
debajo de 3 log UFC/g.

Es de destacar que ninguna muestra fue positiva a EC. En
este caso el Reglamento (CE) N° 2073/2005 si establece criterios
de higiene de los procesos para frutas y hortalizas troceadas lis-
tas para el consumo (3 log UFC/g)°.

En nuestro estudio, STA fue el parametro menos detectado,
con solo 10 muestras positivas (4,14 %) y presentoé unos recuen-
tos bajos, entre 1 y 1,32 log UFC/g. De las 10 muestras 6 co-
rrespondieron a platos con tratamiento térmico (tres primeros
platos y tres purés), otras tres a frutas troceadas y la ultima a un
segundo plato con ensalada. Si prestamos atencion a la guia de
la Agencia de Proteccion de la Salud del Reno Unido?!, clasifica
el riesgo asociado a la concentracion de STA en tres niveles: bajo
< 20 UFC/g, moderado 20-10* UFC/g y alto >10* UFC/g. Por
tanto, en nuestro estudio, los recuentos obtenidos no suponen un
riesgo alimentario.

Como muestran los resultados discutidos anteriormente,
el grupo de alimentos con mayor nimero de muestras positi-
vas fue el de las frutas y el que mas resultados no aceptables
obtuvo, respecto a los limites microbioldgicos establecidos
por Tonucci et al. (2005)", fue el de los segundos platos con

guarnicién de ensalada. Del 6,64 % de las muestras que su-
peraron los limites de referencia de aceptabilidad, el 55,55 %
correspondieron a la guarnicion de ensaladas de los segundos
platos.

En el estudio realizado por Rodriguez-Caturla et al. (2012)*
en ensaladas consumidas en comedores escolares de Espana, se
obtuvieron recuentos de AM por debajo de 6 log UFC/g, de CT
por debajo de 4 log UFC/g, de STA por debajo de 2 log UFC/g
y un 5 % de muestras positivas para EC. No se detectaron ni
Samonella spp. ni Listeria spp.

Abadias et al. (2008)* indicaron que la alta carga de AM
puede provenir de fuentes ambientales durante las diferentes fa-
ses de manipulacion, cortado y almacenamiento incorrectos.

Los CT pueden proceder de malas practicas durante la reco-
leccion, el almacenamiento y la distribucion®. Segun Nguz et al.
(2005)%, las hortalizas frescas tratadas con cloro todavia alber-
gaban niveles altos de CT (5,9 log UFC/g).

La presencia de EC en los alimentos indica unas practicas y
condiciones higiénicas deficitarias®. Doyle y Erickson (2006)*
concluyeron que EC es un mejor indicador de contaminacion
fecal que los CT, puesto que dentro de este grupo puede haber
especies de origen no fecal.

La aparicion de Staphyloccus aureus se puede deber a que los
manipuladores sean portadores y por malas practicas de higiene
que contaminen los vegetales y las superficies de contacto a tra-
vés de sus manos o secreciones®®.

Respecto a la presencia de patdgenos en productos vege-
tales, como ya se ha indicado anteriormente, solo se detectd
Cronobacter spp. en una ensalada de lechuga y maiz. Tanto el
estudio de Brandao et al. (2017)'8, como el previo de Schmid
et al. (2009)* en el que observaron la colonizacion de Crono-
bacter spp. en las raices de maiz y tomate, evidenciaron que
las plantas pueden ser hospedador natural de Cronobacter spp.
Por ello, estos productos que no son sometidos a tratamiento
térmico pueden representar un peligro para los nifos y otras
poblaciones vulnerables.

Hay numerosos estudios sobre la calidad microbioldgica en
frutas frescas minimamente procesadas. Graga et al. (2017)%*
describieron resultados en diferentes frutas de supermercados de
Portugal, con rangos de AM entre 3 log UFC/gy 9,2 log UFClg.
Abadias et al. (2008)* publicaron intervalos inferiores de AM (2
log UFC/gy 7,1 log UFC/g) y de 1,7 log UFC/gy 4,8 log UFC/g
para EB en frutas comercializadas en Espana. En el estudio por-
tugués los valores de CT se situaron entre 1 log UFC/gy 9,1 log
UFClg.

Otro estudio de la autora Graga et al. (2015)!, valoro la ca-
lidad microbioldgica en manzanas cortadas frescas. Los valores
obtenidos fueron los siguientes: AM entre 3,3 log UFC/g y 8,9
log UFC/g), CT entre 1.8 log UFC/g y 7,6 log UFC/g y un 5 %
de las muestras analizadas presentaron cargas de STA entre 1 log
UFC/gy 3 log UFC/g.

No se detectd EC, ni Salmonella spp., ni L. monocytogenes en
ninguno de los tres estudios anteriores®*33!, Graga et al. (2015)*
también investigd en manzanas el patogeno emergente C. saka-
zakii sin que fuera hallado en ninguna de las muestras.

En nuestra investigacion, no se ha detectado ningtin patoge-
no en frutas, hecho de gran relevancia puesto que hay numero-
sos estudios que muestran como diferentes bacterias patogenas

Sanid. mil. 2019; 75(1) 11

299



Anexo

Lozano Benito D., et. al.

(Salmonella spp., L. monocytogenes y EC productoras de toxina
Shiga) pueden sobrevivir y crecer en frutas frescas.

En el sistema de autocontrol implantado por la empresa ad-
judicataria se contempla la higienizacion de frutas y hortalizas
de consumo en crudo: “los productos frescos se introducirdn en
una solucién de lejia de uso alimentaria el tiempo y dosificacion
indicados por el fabricante y se aclararan con abundante agua co-
rriente”. Beuchat (1998)* recomendd concentraciones entre 50 y
200 ppm durante 1-2 minutos. Seria aconsejable supervisar si se
realizan eficazmente estos procedimientos.

Si analizamos la presencia de los indicadores de higiene en
las muestras segtin el tratamiento recibido, las del grupo B, ofre-
cieron unos porcentajes de muestras positivas mucho mas altos
(AM 58,73 %, EB 42,86 %, CT 42,86 y STA 6,34) que las del
grupo A (AM 28,08 %, EB 2,81 %, CT 1,68 % y STA 1,68 %).
Este dato se explica, como ya se ha mencionado con anteriori-
dad, por la inclusion dentro del grupo B de las frutas y aquellos
primeros o segundos platos que incorporaban como ingredientes
productos vegetales frescos. Sin embargo, en los platos tratados
térmicamente, especialmente en los menus de iniciacion, mas de
la tercera parte de los purés presentaron recuentos de AM con
una media de 2,80 log UFC/g. Estos valores podrian indicar un
tratamiento térmico insuficiente, una conservacion inadecuada,
una contaminacion cruzada posterior a la elaboracion, etc.

Respecto al modelo de gestion, a falta de un tratamiento estadisti-
co analitico, parece que no hay influencia de esta variable en los resul-
tados. La prevalencia de AM, EBy CT ha sido mayor en los CEI con
cocina propia, al contrario que para STA, que ha presentado mayor
prevalencia en las cocinas con gestion contratada (catering).

La contaminacion por STA, como ya se ha indicado, tiene
origen humano. Staphylococcus aureus sobrevive bien en la piel
por lo que se puede vehicular a través de las manos si no hay una
correcta higienizacion de las mismas y también se transmite a los
alimentos en forma de aerosoles al estornudar, toser o hablar?.
Por ello, si los manipuladores de alimentos simultanean tareas
de cuidado de los bebés con la manipulacion de alimentos, el
comportamiento infantil puede favorecer la diseminacion de los
microorganismos del tracto respiratorio. Esta situacion podria
darse en los CEI con servicio de catering, puesto que el personal
de estas guarderias podria estar menos especializado al no tener
que elaborar los alimentos y solo tener que regenerar, mantener
y servir los platos cocinados, asi como pelar y trocear las frutas.

En el estudio microbiologico de Campos Diaz et al. (2003)!°
en comidas preparadas de comedores escolares en Tenerife, no se
encontraron diferencias significativas segun el tipo de gestion. Si
que observaron, que en ambos tipos de cocina las ensaladas y 1os
complementos fueron el tipo de platos con un mayor porcentaje
de muestras no aptas.

CONCLUSIONES

Se considera que las comidas servidas en los CEI del Minis-
terio de Defensa tienen un alto grado de calidad microbiologica.
No obstante, se recomienda revisar los procedimientos de higie-
nizacion de las ensaladas y frutas asi como las practicas de ma-
nipulacion durante la elaboracion de los purés de los menus de
iniciacion.
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Por ultimo, se propone realizar mas controles microbioldgi-
cos, incluida la investigacion de Cronobacter spp., en los produc-
tos vegetales frescos servidos en otras instalaciones alimentarias
militares.
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