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Resumen

Listeria monocytogenes es un microorganismo patdégeno con capacidad de formar biopeliculas en el ambiente de produc-
cion de alimentos, siendo dificil su remocién con los procedimientos normales de limpieza y desinfeccion. En el presente
estudio, se evalué la capacidad de formacion de biopeliculas de 20 cepas de L. monocytogenes aisladas de embutidos
y superficies inertes de una planta de procesado carnicos. La deteccion se realizé con GeneQuence Test y la capacidad
de formacion de biopeliculas por el método de Djordjevic a 620nm. Se evalué diferentes condiciones de temperatura:
refrigeracion (4°C), ambiente (22°C) y 35°C, obteniendo formacion de biopeliculas en el 95% de las cepas segun la clasi-
ficacion Stepanovic. El 85% fueron productoras débiles de biopelicula a 4°C y 35°C; sin embargo a 35°C un 10% fueron
productoras moderadas. La resistencia frente a dos desinfectantes a base de hipoclorito de sodio y amonio cuaternario se
evalud en tres tiempos de contacto (5, 10 y 30 minutos), demostrando que el hipoclorito de sodio es mas eficiente para
eliminar la biopelicula a partir de los 30 minutos de exposicion.
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Summary

Listeria monocytogenes is a pathogenic microorganism capable of forming biofilms in the food production environment,
being difficult to remove with normal cleaning and disinfection procedures. In the present study, was to evaluate the biofilm
formation capacity of 20 strains of Listeria monocytogenes isolated from sausages and inert surfaces of a meat-processing
plan. Detection of the bacteria was done using GeneQuence Test and the ability of biofilm formation was determined by the
Djordjevic method at 620nm. Different temperatures conditions were evaluated: refrigeration (4 °C), ambient (22 °C) and
35 °C, and it was obtained that 95% of the strains have the capacity to form biofilm for Stepanovic’s recommendations. The
weak biofilm producing strains were 85% at 4 °C and 35 °C; however at 35 °C 10% were moderate producer. Resistance
to two disinfectants based on sodium hypochlorite and quaternary ammonium was evaluated in three contact times (5,
10 and 30 minutes), demonstrating that sodium hypochlorite is more efficient than quaternary ammonium to remove the
biofilm from 30 minutes of exposure.
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INTRODUCCION

Las biopeliculas son organizaciones microbianas com-
puestas por microorganismos que se adhieren a diver-
sas superficies, proporcionando proteccién contra las
defensas y mecanismos de erradicacién microbiana, por
lo que representa una estrategia de supervivencia. Por
ello, su estudio se hace cada vez mds extenso y complejo,
relaciondandose con dreas como la medicina, industria
alimentaria y medio ambiente'.

Listeria monocytogenes es un patégeno emergente de
origen alimentario y responsable de la listeriosis, una
enfermedad relevante en salud publica debido al im-
pacto social-econémico que tiene y a la gravedad del
cuadro clinico, presentando una tasa de morbilidad
baja pero una tasa de mortalidad de 20-30%. Este pa-
tégeno es capaz de crecer en distintas superficies rela-
cionadas con el ambiente de produccién alimentario,
con la facultad de adherirse a las superficies y formar
biopeliculas?.

La listeriosis es consecuencia de hdbitos alimentarios,
el incremento de las poblaciones en riesgo; los cambios
importantes en la produccién, procesamiento y distri-
bucién de los alimentos; ademds de la globalizacién de
los mercados y el comercio internacional®. Los brotes
se originan principalmente por prdcticas higiénicas in-
adecuadas, contaminaciones cruzadas, contaminacién
bacteriana desde las superficies de contacto y de los
equipos, las materias primas y la transmisién por vec-

tOfCSé.

En los tltimos afios los avances tecnolégicos han permi-
tido extender la vida il de los productos refrigerados,
aumentando el riesgo potencial de contaminacién con
Listeria monocytogenes. Los alimentos listos para consu-
mir (LPC) adquieren gran importancia en la epidemio-
logia de brotes de listeriosis alimentaria, pues van a ser
sometidos a tratamientos de esterilizacién durante su
fabricacién, no obstante, previamente al envasado, son
manipulados, entrando en contacto con distintas super-
ficies y/o maquinarias, favoreciendo la contaminacién
de los mismos®.

Es fundamental que se utilicen mecanismos de pre-
vencién y control para minimizar la incidencia del mi-
croorganismo y la contaminacién cruzada en la materia
prima, producto terminado, superficies, equipos e insta-
laciones que estén en contacto directo con los alimentos,
sobre todo en aquellos LPC. Una forma de minimizar el
riesgo de contaminacién, es por medio de un plan de sa-
neamiento especifico que incluya programas de limpieza
y desinfeccién®.

Teniendo en cuenta que Listeria monocytogenes se pue-
de presentar en las plantas procesadoras de alimentos, el
presente estudio tiene como objetivo evaluar la forma-
cién de biopeliculas de Listeria monocytogenes y su resis-
tencia frente a dos desinfectantes, con principios activos
a base de hipoclorito de sodio y amonio cuaternario en
una planta de procesado cdrnico en Lima.
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MATERIALES Y METODOS
Enriquecimiento de las muestras

Se muestrearon 426 embutidos (115 cocidos, 205 pre-
cocidos y 106 crudos) y se realizaron 252 hisopados
de superficies de una planta de procesados cdrnicos en
Chorrillos, durante los afos 2013 y 2014. El método
de enriquecimiento empleado fue el recomendado por

USDA/FSIS’.

De alimento procesado: Se pes6 25 g en 225 mL de cal-
do de enriquecimiento para Listeria UVM (University
Vermont) y se incubd a 30°C por 24 horas. Se transfirié
0,1 mL a 10 mL de Caldo Palcam y se incubé a 35°C
por 48 h.

De superficies: Se realizé con hisopos 3M conteniendo
caldo Letheen, luego se colocaron en 10mL de Caldo
UVM vy se incubaron a 30°C por 24 h. Se transfirié 0,1
mL a 10 mL de Caldo Palcam y se incubaron a 35°C
por 48 h.

Deteccién de Listeria monocytogenes

Se usé la técnica de hibridacién de ADN mediante el
kit GeneQuence Listeria monocytogenes. Para ello, se
transfirieron a tubos estériles 0,4 mL del caldo Palcam
y los controles del GeneQuence Test. Luego se adiciond
0,2 mL de la solucién Pretratamiento/Lisis, y se incubd
a 37°C por 5 min. En la microplaca de poliestireno se
colocaron 150 uL de las muestras lisadas. Se agregé 125
uL de la solucién de Hibridizacién/Sonda, se mezclé e
incubé a 45°C por 1 h. Cada pocillo fue enjuagado 5
veces con solucién de lavado, se secd y adicioné 150
uL del substrato cromégeno. Se incubé a temperatura
ambiente por 20 min. Posteriormente se agregé 50 ulL
del stop y se midié las absorbancia a 450 nm en el es-
pectrofotémetro.

Aislamiento de Listeria monocytogenes

Las muestras positivas a Listeria monocytogenes se sem-
braron en agar Palcam e incubaron a 35°C por 48 h.
Las colonias presuntivas se aislaron en TSA para realizar:
Tincién Gram, Catalasa, Movilidad, Hemolisis y Test

de CAMPS.
Ensayo de produccién de biopeliculas

La capacidad de produccién de biopeliculas se realizé
segtn el método descrito por Djordjevic’. Para ello se
activaron las cepas en caldo cerebro-corazén (BHI) a
0,5 de turbidez en la escala de Mc Farland y se trans-
firieron 100 uL de dicho caldo a microplacas; estas se
incubaron a temperaturas de refrigeracién (4°C) por
7 dias, ambiental (22°C) por 48 horas y de 35°C por
24 horas. La absorbancia del crecimiento bacteriano
fue medido a 620 nm, se lavé cada pocillo con agua
destilada estéril y secada al medio ambiente durante
45 minutos. La tincién de los pocillos se realizé con
150 uL de cristal violeta al 1% por 45 minutos. El
andlisis cuantitativo de la produccién de biopelicula
se realizé agregando 200 ul de etanol al 96% por 45
min. Luego se transfirieron 100 uL de cada pocillo a
una nueva microplaca para la lectura de la absorban-
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cia a 620 nm en el espectrofotémetro. Se consideré
como control positivo a Listeria monocytogenes ATCC
19111 y como control negativo el caldo BHI sin ino-
cular.

Determinacién de la capacidad de produccién de
biopelicula

La clasificacién de cepas de Listeria monocytogenes
formadoras de biopeliculas fue definido por Stepa-
novic'®, segin la densidad éptica del punto de cor-
te (DOC). El DOC se obtuvo del promedio de las
densidades 6pticas (DO) de los controles negativos
mds 3 desviaciones estdndar, clasificando a las cepas:
No productoras: X<DOC, Productoras débiles: DO-
C<X<2DOC, moderadas: DOC<X<4DOC y fuertes:
X > 4DOC.

Evaluacién de la actividad desinfectante

Las soluciones de los desinfectantes evaluados con prin-
cipios activos a base de hipoclorito de sodio (200ppm)
y amonio cuaternario (5ml/L) se prepararon teniendo
en cuenta las diluciones usadas en planta, usando agua
ozmotizada como diluyente.

Las cepas se diluyeron en caldo BHI ajustando la
turbidez a 0,5 en la escala de Mc Farland y se trans-
fieren 100 uL de estas a microplacas. Se incubaron
a las temperatura de prueba (4°, 22° y 35°C) por 7
dias, 48 y 24 hrs. respectivamente. Para la evaluacién
desinfectante se eliminé el contenido de las micro-
placas y se adicioné 100 uL de cada solucién desin-
fectante, manteniendo un tiempo de contacto de 5,
10 y 30 minutos. Luego las microplacas se lavaron
con agua destilada estéril y se secaron al medio am-
biente durante 45 minutos. Posteriormente se realizé
el procedimiento antes mencionado, desde la tincién
con cristal violeta hasta la medida de la absorbancia
a 620 nm!.

Anilisis estadistico
El anilisis estadistico de los resultados fue analizado em-
pleando la prueba ANOVA de un factor, mediante el

programa SPSS Statistics 23.0 con la finalidad de deter-
minar diferencias significativas (p< 0.05).

Median

RESULTADOS
Cepas de Listeria monocytogenes

Se obtuvo 39/426 de incidencia para Listeria monocyto-
genes en embutidos y 24/252 en superficies. Se selec-
cionaron 20 cepas positivas: 10 de embutidos y 10 de
superficies inertes.

Clasificacién de la capacidad de formacién de bio-
peliculas

El 95% de las cepas tienen capacidad de producir bio-
peliculas en las temperaturas evaluadas, sin embargo
ninguna de las cepas fue clasificada como fuerte pro-
ductora de biopelicula. A refrigeracién (4°C) se obtuvo
3/20 cepas no productora de biopelicula (15%) y 17/20
cepas productora débiles (85%). A temperatura am-
biental (22°C) se obtuvo 1/20 de cepas no productoras
de biopelicula (5%) y 19/20 cepas productoras débiles
(95%). En la evaluacién a 35°C, se obtuvo 1/20 cepas
no productora de biopelicula (5%), 17/20 cepas pro-
ductoras débiles (85%) y 2/20 cepas productoras mo-
deradas (10%).

Tabla 1. Porcentaje de produccion de biopeliculas de Listeria
monocytogenes a las temperaturas evaluadas.

PRODUC(;ION DE Temperatura | Temperatura | Temperatura
BIOPELICULA Refrigeracion | Ambiental 35°C
No productora 3 (15%) 1 (5%) 1(5%)
Productora Débil 17 (85%) 19 (95%) 17 (85%)
Productora Moderada 0(0%) 0(0%) 2 (10%)
Productora Fuerte 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Evaluacién de la actividad desinfectante

La evaluacién de la actividad desinfectante se realizé de
manera independiente por temperatura, para determi-
nar si existe diferencia entre los tratamientos (Amonio
cuaternario e Hipoclorito de sodio). A 4°C, encontra-
mos que existe diferencia en la formacién de biopeli-
culas entre los tratamientos. A 22°C y 35°C el tiempo
adecuado para la reduccién de biopelicula es mayor a 30
minutos. Ademds se observa que el hipoclorito de sodio
reduce mejor la formacién de biopelicula que el amonio
cuaternario.
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Grafica 1. Valores promedios de la produccion de biopelicula después del tratamiento con Hipoclorito de sodio y Amonio cuaternario a diferentes

temperaturas
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Listeria monocytogenes es ubicuo en la naturaleza, pu-
diendo sobrevivir y crecer en el ambiente y las lineas
de produccién alimentaria, especialmente en equipos y
dreas que son dificiles de limpiar. Los estudios micro-
biolégicos indican que estd presente en una variedad de
alimentos, incluyendo productos cdrnicos. Suele encon-
trarse en productos crudos e incluso el riesgo es mds alto
si se relacionan con los LPC, con un tiempo de almace-
namiento prolongado y que han sido contaminados con
el patégeno post procesamiento’.

En el presente estudio se encontré 9,15% de incidencia
para Listeria monocytogenes en embutidos, siendo relati-
vamente alto en los productos crudos (30.19%), cocidos
(2,61%) y bajo en precocidos (1,95%). Para superficies
inertes la incidencia fue de 9,52%. Estos resultados di-
fieren de los obtenidos por Centurién'® en muestras de
pollo cuya incidencia fue de 2% y Pérez'* obtuvo 78%
de incidencia en salchichas tipo huacho. Sin embargo
coinciden con los obtenidos por Alsheikh'® en salchi-
chas, mortadela, hamburguesas y pollos, con un 13,6%
de positivos a Listeria monocytogenes en Suddny por Ba-
rrientos'® con 11,4 % en canales de cerdo en Lima.

El estudio de las biopeliculas formadas por Listeria mo-
nocytogenes se realizé con la finalidad de aislar cepas po-
tenciales y conocer su comportamiento a diferentes con-
diciones ambientales y frente a desinfectantes usados en
la planta. Se obtuvo que el 95% de las cepas tienen una
alta capacidad de producir biopelicula en las 3 tempera-
turas evaluadas; sin embargo hubo diferencias respecto a
la capacidad de formacién de biopelicula. Cabe resaltar
que el medio de cultivo y la temperatura a 35°C ayudan
a expresar cepas formadoras moderadas de biopelicula.
Dichos resultados coinciden con las investigaciones de
Carrillo? y Villanueva® en las que el BHI permite la ex-
presién de una cantidad de formadores moderados de
biopelicula. Purkrtova'' menciona que el tipo de medio
de cultivo es determinante para la produccién de bio-
pelicula'.

Por otro lado, las cepas aisladas de alimentos se compor-
tan como productoras débiles, mientras que para super-
ficies inertes se permitio la expresién de cepas producto-
ras moderadas a 35°C. En el presente estudio se observa
la influencia de la temperatura sobre la formaciéon de
biopelicula ya que existen diferencias estadisticamen-
te significativas entre ellas (p < 0,05), siendo mayor a
35°C, y menor a 22°C. Segtn Carrillo? coincide con
obtener formadores moderados a 35°C y ninguna cepa
fuertemente productora. Villanueva® obtiene 14,29%
de cepas formadoras moderadas, 50% de formadoras
débiles y 35,71% no tiene capacidad para formar bio-
pelicula a 32°C.

Las cepas aisladas de superficies y con formacién mode-
rada de biopelicula, generan un riesgo de contaminacién
al alimento, sobre todo en aquellos LPC y que se con-
taminan post procesamiento térmico. Sanchez'” detect6
Listeria monocytogenes en puntos criticos establecidos en
una planta procesadora de consumo rdpido, hallando
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una prevalencia baja (1%) en carne para hamburguesa
y consideré que el eslabén de la cadena de transmisién
son las superficies inertes que entran en contacto con los
alimentos y que deben ser considerados como un punto
critico de control.

La evaluacién de hipoclorito de sodio y amonio cuater-
nario se realizé de manera individual por temperaturas,
con el fin de apreciar diferencias entre ellas. A 4°C no
existe diferencia en los tiempos evaluados (1, 5 y 30 mi-
nutos), sin embargo el hipoclorito de sodio reduce me-
jor la formacién de biopelicula. A 22°C y 35°C ambos
tratamientos son efectivos para reducir la biopelicula a
partir de los 30 minutos, sin embargo la mejor reduc-
cién de biopelicula se observa con el hipoclorito de so-
dio. Los trabajos realizados por Rojas'® mencionan que
el amonio cuaternario e hipoclorito de sodio, fueron
efectivas para eliminar células plancténicas de Listeria
monocytogenes, con una inhibicién del 100% a 5, 10 y
15 minutos'. Los resultados del presente estudio coin-
ciden con Purkrtova en cuanto a la disminucién de
formacién de la biopelicula a los 30 minutos luego del
tratamiento; sin embargo el amonio cuaternario es mds
eficiente. Jeyasekaran' evalta el efecto de sanitizantes
sobre la biopelicula de Listeria monocytogenes en super-
ficies de metal y pldstico; obteniendo que el hipoclorito
de sodio a 100 ppm es mds efectivo para inactivar la
biopelicula, siendo mejor la reduccién en la superficie
de metal.

Los programas HACCP y BPM para la produccién de
alimentos son prioritarios®” *', sin embargo estas medi-
das de control no son suficientes en la planta. Por ello
son importantes los programas de monitoreo microbio-
l6gicos en los puntos potenciales de contaminacién, con
el objetivo de evaluar la efectividad de la limpieza y des-
infeccién.
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