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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar la prevalencia de la bacteria Listeria monocytogenes. Para ello, se
analizaron 6o muestras de salchicha tipo Huacho de cinco mercados de abasto del Cercado de Lima, que se procesaron
en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM, dentro de las 24 horas de su
recoleccidn. Se utilizo la metodologia USDA-FSIS, en sus tres fases: pre-enriquecimiento, enriquecimiento de la muestra 'y
siembra en agares selectivos y prueba de CAMP. Los resultados mostraron que la prevalencia de esta bacteria en las salchichas
tipo Huacho es de 78%. Se concluye que este producto podria constituir un alimento de riesgo potencial para la salud publica.
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SUMMARY

Sixty Huacho sausage samples from Food Markets in Cercado de Lima, Peru, were analyzed in order to determine the
prevalence of Listeria monocytogenes. These samples were collected in sterile containers and refrigerated, to be processed
within 24 hours since collection in Microbiology laboratory from Pharmacy faculty of National University of San Marcos
The USDA-FSIS methodology was used for microbiological analysis, which consists of three phases: Pre-enrichment of
sample, Sample enrichment and Reseeding on selective agars and CAMP test. Listeria monocytogenes prevalence in Huacho
sausages, was 78%. These results support that Huacho sausage is a food with a potential risk to the public health.

Keywords: L. monocytogenes, Agar Oxford, sausage type Huacho, CAMP.

INTRODUCCION escape bacteriano de la internalizacién en la vacuola
Lo . después de su entrada en las células. Actualmente,
isteria monocytogenes es un patdgeno . .
. ; se esta revisando el papel de la LLO durante la
Gram positivo intracelular y agente | ., ..
e L infeccion y revelando nuevos conocimientos sobre
etiolégico de la listeriosis, enfermedad

o . . su accion, en particular antes de la entrada de esta

transmitida a los humanos a través de los alimentos, . ,
. bacteria a la célula ®.

que afecta principalmente a gestantes, neonatos, A o
ancianos, pacientes con cancer, infectados con VIH, ) Listeria _’770’70C)ff0.‘7_€”65 pu_ede persistir en 1_05
usuarios de corticoides y trasplantados, entre otros €quIpos de la industria alimentaria y en las superficies
), y que es potencialmente fatal para ciertos grupos de los locales, en particular a baja temperatura. Los
de riesgo (2. La virulencia de Z. monocytogenes se €studios cientificos, se han centrado en el potencial
debe a que presenta un ciclo de vida intracelular de adherencia y en la capacidad de formacién de

altamente complejo y coordinado, que comprende biopelicula, asi como en laarquitectura, resistenciaala
)
varios pasos cruciales: adhesién a la célula huésped, —desecacion, al dcido, calor, tolerancia al aumento de la

invasién, motilidad, asi como la multiplicacién concentracién sub-letal de desinfectantes o resistencia
) )

y propagacién intercelular. El final de cada etapa @ concentraciones letales (7%,

depende de la actividad de factores bacterianos Listeria spp, se aisla de una diversidad de fuentes
especializados estrechamente controlados, a su ambientales, incluyendo el suelo, agua, efluentes,
vez, por un conjunto especifico de reguladores ®. alimentos, heces de seres humanos y animales.
La listeriolosina O (LLO) es un factor de virulencia La capacidad de esta bacteria para sobrevivir en
importante, pues ha demostrado ser crucial para el ambientes ricos en bilisy para inducir el agotamiento
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Figura 1. Prueba de CAMP (Crhistie - Atkins - Munch - Peterson).

de las células centinela, tales como las células de
Paneth, que monitorean la carga luminal de bacterias
comensales, sugiere estrategias que han evolucionado
para promover su supervivencia intestinal .

En el Peru, la listeriosis no se documenta de
manera sistemadtica; sin embargo, en otros paises,
como Estados Unidos, se estima 12 casos por cada
cien mil gestantes y 8,6 casos por cada 100 mil nacidos
vivos, con una reduccién progresiva de casos debido
a las estrictas politicas de salubridad impuestas en la
industria de alimentos y por la sensibilizacion de la
poblacion respecto al tema @9,

Listeria monocytogenes es una seria amenaza
para la salud publica. La mayoria de los casos de
listeriosis humana esta asociada con los alimentos
contaminados. Se necesitan sistemas de vigilancia
microbiolégica confiables para el control de
patdgenos, efectivas para la industria alimentaria y
las autoridades competentes 1,

Sesabequeladosisinfecciosade L. monocytogenes
es de, al menos, 10? células viables en el caso de los
grupos de riesgo, y que esta cifra aumenta hasta 10* en
el caso de la poblacién sana (2,

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se tomaron 60 muestras de salchicha tipo
Huacho de mercados de abasto del Cercado de
Lima seleccionados aleatoriamente, de las cuales 12
pertenecian al Mercado Central, 12 al mercado La
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Aurora, 12 al mercado Santa Rosa, 12 al mercado Elio
y 12 al mercado San Idelfonso. Fueron recolectadas
desde noviembre de 2011 a abril de 2012, siendo
llevadas al laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Farmaciay Bioquimica de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, en recipientes estériles,
refrigerados, conde fueron procesadas dentro de las
24 horas de colectadas.

Homogeneizacion de las muestras

Bajo condiciones de asepsia (uso de guantes,
mascarilla, gorro y proximo a la llama de un mechero
Bunsen), las muestrasrecolectadas se homogeneizaron
por trituracion con un mortero estéril para proceder a
su respectivo analisis microbioldgico.

Analisis Microbiologico
Se realiz6 mediante la metodologia de USDA-
FSIS 03,

Enriquecimiento Selectivo

Se tomaron 25 gramos de cada muestra, luego
se afiadieron 225 mL de caldo de enriquecimiento
“ONE Broth-Listeria Base CM1066”, que contiene el
suplemento selectivo “ONE Broth-Listeria Selective
Supplement”. Posteriormente se incubaron las
muestras durante 48 horas a 35°C.

Aislamiento Selectivo

Después del enriquecimiento, se procedio a
sembrar en el medio Agar base Listeria selective
(Oxford formulation) CMo8s56, que contiene un
suplemento selectivo “Listeria selective Supplement
(Oxford formulation)” y se incubd a 35°C, durante
48 horas. Luego de este tiempo, se identificaron
a las positivas (ennegrecimiento de la colonia),
a las cuales se resembrd en el mismo medio para
mejor observaciéon macroscopica e identificacion
bioquimica.

Conservacion de cepas

Las colonias sospechosas se incubaron después
en agar tripticasa soya (TSA) durante 48 horas a 35°C.
Luego de este tiempo, se conservaron a temperatura
de refrigeracion para posteriormente proceder con el
andlisis bioquimico.

Identificacion bioquimica

Se realizé la prueba de hidrolisis de la esculinay la
diferenciacién bioquimica tomando como referencia
el Manual de Bacteriologia Analitica (4.
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Prueba del CAMP (Reaccion de Christie,
Atkins Munch-Peterson)

Se sembrd por estria, en linea recta, una cepa
de Staphylococcus aureus f3-toxigénico sobre agar
sangre de carnero, paralelamente se sembré por estria
una cepa de Rhodococcus equi. Las cepas de prueba
se sembraron en forma transversal a las estrias de
Staphylococcus aureus y Rhodococcus equi pero sin
tocarlas, es decir con 10 2 mm de separacidn. Las placas
se incubaron por 24 - 48 h a 35°C. Este test permitid
diferenciar las especies de Listeria .

RESULTADOS

Se identificaron 47 cepas de Listeria

Figura 2. Porcentaje total de muestras de salchichas tipo Huacho que
dieron positivo al aislamiento de Listeria monocytogenes.

Morfologia microscépica

Se determino a través de la tincion Gram.

Prueba de la catalasa

Se realizo6 para comprobar la presencia de la enzima
catalasa mediante la adicion de perdxido de hidrogeno.

Uso de carbohidratos

Se inocul6 puntura, tomada del vial, a tubos que
contenian medio semisolido rojo fenol caseina peptona,
cada uno de los cuales contenia, ademas, 0,5% de uno
de los siguientes azticares: manitol, maltosa, ramnosa,
glucosa, xilosay esculina. Se incubd a 35°C por 48 horas.

Reduccion de nitratos
La cepa se inoculé en caldo nitrato

Listeria monocytogenes en salchichas tipo Huacho - Cercado de Lima

monocytogenes, aisladas a partir de 60 muestras de
salchichas tipo Huacho expendidas en los mercados
del Cercado de Lima. De las 12 muestras procedentes
del Mercado Central 10 resultaron positivas; de las
12 muestras del Mercado La Aurora, todas fueron
positivas; de las 12 muestras del Mercado Santa Rosa
o9 resultaron positivas; de las 12 muestras procedentes
del Mercado Elio o9 resultaron positivas y de las 12
muestras procedentes del Mercado San Idelfonso o7
resultaron positivas (Figura1y 2).

DISCUSION

Este estudio permitio obtener una prevalencia
de 78% de Listeria monocytogenes en salchichas
tipo Huacho provenientes de mercados de abasto
del Cercado de Lima. La presencia de esta bacteria

Comparacion de resultados positivos y negativos para

e incub¢ a 35°C por 5 dias. Se adiciono el

p

<&
reactivo de Gries, y después de 30 segundos, 144

al no observar desarrollo de color, se agrego
polvo de zinc. Se observo una coloracion roja
como indicativo de resultado negativo.

Movilidad

Se sembrd6 por puntura en medio (SIM) e
incubo a temperatura ambiente por7 dias, para
luego apreciar la movilidad que se desarrollo
dando la forma de un paraguas.

12

10

Hemolisis

0+
. 3 Mercado Mercado Mercado Mercado Mercado
A partir del agar selectivo OXFORD, Central LaAurora  Santa Rosa Helo  San Idelfonso
4 0
se se.rnbrg en aiar sangre (ée carnebro al 5 IA) B Positivos B Negativos
in 5 r ° VO - — — - s
y se 1hcubo 48 horas a 357y se observo la Figura 3. Comparaciéon de resultados positivos - negativos para Listeria

naturaleza de la hemdlisis.

monocytogenes en salchicha tipo Huacho por mercado.
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podria tener diverso origen, desde materias primas
contaminadas durante el proceso de matanza y
desposte, hasta practicas higiénicas deficientes
durante el proceso de manufactura. También se debe
considerar que esta bacteria se relaciona con alimentos
listos para el consumo que se conservan refrigerados
por un periodo prolongado de tiempo.

Se conoce que las condiciones de produccién
de este alimento, se realiza de forma tradicional, con
meétodos transmitidos de generacion en generacién.
Por tanto, durante el procesamiento, almacenamiento
y distribuciéon, no se tienen en cuenta las Buenas
Practicas de Manufactura.

En Brasil, Monteiro y col, analizaron 30 muestras
de salichicha, aislando, en el 6,7% de ellas, Z.
monocytogenes (serotipos 1/2a y1/2b) (9.

Villegas y col, de un total de 18 casos de
listeriosis perinatal, procedentes del Hospital San
Bartolomé de Lima, Peru, durante los afios 2001 al
2005, se obtuvieron 20 cepas de L. monocytogenes,
con seis genotipos diferentes, siendo el RAPD tipo
A-I, el mas frecuente con el 40% (8/20) de las cepas
estudiadas (19,

Pérez, de un total de 240 muestras, obtenidas
en forma proporcional —en los mercados de abasto de
Palermo, La Unién y La Hermelinda, segiin la Norma
Técnica Peruana NTP ISO 2859-, L. monocytogenes
estuvo presente en un 25,4%; 10,4% en tomate; 31,3%
en zanahoria; 23,0% en espinaca; 29,2% en lechuga y
33,3% en rabanito. Asimismo, determino6 que el 57%
de los puestos de venta expenden hortalizas en mal
estado de conservacion, el 84% de los manipuladores
de hortalizas no aplican las buenas précticas de
manipulacién, el 81% de manipuladores no cumplen
con las reglas higiénicas personales y el 77% de los
puestos de venta de hortalizas presentan condiciones
higiénicas sanitarias no aceptables (7).

De los resultados obtenidos, con ayuda de
procedimientos microbioldgicos, se puede inferir que
la presencia de Listeria monocytogenes en salchicha
tipo Huacho, se debe a la no adicion de conservantes
y especias, deficiencias en la cadena de frio y la
inadecuada manipulacién posterior a la produccidn,
todos ellos factores que influyen notoriamente en el
establecimiento y multiplicacién de la bacteria.

CONCLUSIONES

Se aislaron 47 cepas de L. monocytogenes a partir
de 60 muestras de salchicha tipo Huacho procedentes
de cinco mercados de abastos del Cercado de Lima.
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Asi en el Mercado Central 84% fueron positivas, del
Mercado La Aurora el 100%, del Mercado Santa Rosa
el 75%, del Mercado Elio el 75% y del Mercado San
Idelfonso el 58%.

Lascepasde Listeriamonocytogenesseidentificaron
con pruebas bacterioldgicas convencionales, como:
presencia B-hemolisis, reaccion de CAMP positiva y
pruebas de identificacion bioquimica que consideraron
a los carbohidratos D-xilosa, D-manitol, L-ramnosa,
D-maltosa, esculina y D-glucosa.

Los resultados reflejan que las salchichas tipo
Huacho son vehiculos de transmisién de lamencionada
bacteria, convirtiéndose en un alimento de alto riesgo,
que debe ser controlado y cuyo procesamiento debe ser
mejorado por la autoridad competente.
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