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RESUMEN

En este proyecto se renovo el banco de aislamientos de trabajo (BCT) de Listeria spp. del
laboratorio de microbiologia de alimentos, verificando su purificacion, y viabilidad. Se

realizé criopreservacion de las aislamientos en caldo BHI + Glicerol al 20% (v/v).

Se emplearon 166 aislamientos confirmados del género Listeria spp, provenientes de
alimentos, animales y humanos, obtenidos entre 2002 — 2009 en diferentes regiones del
pais (Bogota, Madrid/Cundinamarca, Tunja/Boyaca, Pamplona/Norte de Santander vy
Monteria y Cereté/Cordoba). Se realizd la curva de calibraciéon de McFarland; y se
correlaciono la Absgoonm coON la concentracion de células/ml de cada cepa. Con el fin de
poder evaluar la susceptibilidad frente a diferentes concentraciones de 2 desinfectantes:
Tego 51 (0,125%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, 0,9%, 1%, 1,5% y 2,0%), Hipoclorito de sodio
(12.5 ppm, 50 ppm, 100ppm, 200 ppm, 400 ppm, 600ppm y 800 ppm), y con 3 tiempos
de contacto (5 min, 10 min y 15 min), encontrando la concentracién minima inhibitoria de

(MIC)/tiempo, de cada cepa.

Los resultados obtenidos mostraron que las diferentes concentraciones evaluadas a los
aislamientos de Listeria spp. presentaron una variabilidad en las CMl/tiempo encontradas,
para el hipoclorito de sodio el 71,1%(118 aislamientos) de los aislamientos mantuvieron
valores < 200ppm en tiempos de exposicion que oscilan entre los 10 y 15 minutos.
Mientras que el 28,9% (48 aislamientos) presentaron CMI > 200 ppm, pero con tiempos
de exposicion menores (5-10minutos). De otro lado, frente a Tego 51 el 99,4% (165
aislamientos) de los aislamientos se mantuvieron en valores < 1,5% en tiempos de
exposicion que oscilaron entre los 2-15 minutos, mientras que el 0,6% (1 aislamiento de L.
monocytogenes de lechuga, Funza) presenté CMI de 2% con tiempo de exposicion de 10
minutos. La distribucion por alimentos y por regiones de los 48 aislamientos que
estuvieron por encima de la concentracion de hipoclorito y el tiempo de uso recomendado
por el fabricante. No se logré evidenciar un patrén caracteristico de tolerancia a
desinfectantes en relacién con la region o el tipo de alimento; pero si se logré una

agrupacion de los aislamientos con CMl/tiempo.




INTRODUCCION

Listeria es un género microbiano que ha sido aislado de diferentes ambientes como suelo,
lodos, aguas y varios tipos de alimentos; este microorganismo crece y se multiplica a
temperaturas de refrigeracion y sobrevive a la congelacion. Es una bacteria Gram positiva
que carece de capsula y esporas, es movil a través de flagelos peritricos; movilidad que

se manifiesta mejor a temperaturas de 20 a 25°C. (16, 40, 77).

Listeria spp., ha sido encontrada en por lo menos 37 especies de mamiferos, domésticos
y salvajes, asi como 17 especies de aves y posiblemente en algunas especies de peces y
mariscos. Listeria monocytogenes es la especie mas importante por causar patologias en

los seres humanos (43).

L. monocytogenes es un patdgeno oportunista, capaz de sobrevivir en multiples
hospederos animales y en el hombre, donde se multiplica intracelularmente. Los factores
que posiblemente estan asociados con la patogenicidad son: la hemolisina (listeriolisina)
producida solo por las especies patdgenas, produccion de fosfolipasa C, proteina P60, y
presencia de proteina de 60.000 Da., (65, 91).

En humanos L. monocytogenes puede afectar el Sistema Nervioso Central (SNC),
conducir a la muerte o dejar secuelas neurolégicas; mientras que la forma no invasiva de
la enfermedad ocasiona sindrome gastrointestinal. Aunque la listeriosis puede
manifestarse en personas aparentemente saludables, existen grupos especialmente
sensibles como los neonatos (46), las mujeres embarazadas (79), los ancianos y
personas inmunocomprometidas (96). La tasa de mortalidad de esta enfermedad oscila
entre 20 y 30% (96). Las formas clinicas de la enfermedad varian de acuerdo al grupo
infectado y las manifestaciones mas comunes son meningitis, meningoencefalitis,

septicemia, aborto, infeccidn prenatal y gastroenteritis. En brotes esporadicos y epidemias
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una gran variedad de alimentos han servido de vehiculo para este microorganismo; entre
ellos la leche, el queso, el paté, la carne de res, la carne de cerdo, la carne de aves, los
vegetales, los productos del mar y particularmente los productos listos para consumir

(hamburguesas, perros calientes , y empanadas entre otros) (4, 36, 96).
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FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

FORMULACION DEL PROBLEMA

En el pais no se ha reportado la susceptibilidad a desinfectantes de aislamientos de
Listeria spp., que han sido encontradas en diferentes ambientes industriales, animales o
alimentos. Y, tampoco se han reportado datos de CMI (concentracién minima inhibitoria)
relacionados con la resistencia a desinfectante ni existe una metodologia estandarizada y

aprobada para tal efecto.

JUSTIFICACION

L. monocytogenes es un microorganismo que ha venido mostrando resistencia a mas de
diez desinfectantes de superficies, como el hipoclorito de sodio, el yodo, los peréxidos y
los compuestos de amonio cuaternario. Por tal motivo este microorganismo al ser
contaminante de alimentos demostré ser mas resistente a los desinfectantes, cuando se

emplea ‘in vitro’ la técnica de superficie que a los utilizados en suspension. (2, 76).

Por ejemplo L. monocytogenes ha desarrollado mecanismos para eludir el efecto toxico
de los antibidticos y generar proteccion contra los compuestos quimicos de los
desinfectantes. Desde 1988 se viene reportando resistencia a los compuestos de amonio
cuaternario, (QAC) entendiendo por resistencia en la industria de alimentos la habilidad
que desarrollan los microorganismos a sobrevivir a exposiciones cortas de los
desinfectantes (41, 76).

Una de las causas de esta resistencia es el aumento en la frecuencia de contacto con los
QAC (41, 61). Por esta razon, la industria de alimentos aconseja una rotaciéon constante
de los diferentes desinfectantes, sin embargo se ha considerado que la adaptacion
cruzada con otros desinfectantes diferentes a QAC es responsable de reforzar la
supervivencia de los microorganismos (48, 89), como lo demuestra un estudio en el cual

se evidencio la adaptacion de L. monocytogenes después de 2 horas de exposicion a
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varios desinfectantes como la alquilamina terciaria, y compuestos de QAC (surfactantes
catidnicos con mecanismos similares de accion). En el mismo estudio se resalta el posible
efecto sinérgico entre dos mecanismos de resistencia, el que aumenta el MIC y el que
conduce a las bacterias a formar biopeliculas (23). A pesar de ello no es posible hablar de
adaptacion especifica ya que varios desinfectantes, presentan adaptacion cruzada aun

con mecanismos de accion diferentes (76).

En Colombia se ha venido mejorando e implementado controles y procedimientos
efectivos para evitar la contaminacion progresiva de microorganismos en diversos
productos consumibles o en el mismo ser humano, causando consecuencias en el factor

econdémico, y afectando las industrias de alimentos.

La importancia que tiene el uso correcto de los protocolos de desinfeccion y limpieza,
genera una credibilidad que conlleva a que la industria sea respaldada por estandares de
calidad, que permite controlar un crecimiento masivo de microorganismos que pueden
llegar a causar enfermedad en el ser humano y en alterar a los diferentes productos de

consumo, evitando la propagacién por microorganismos.

El uso adecuado de antimicrobianos y desinfectantes tiene un gran valor para la industria
de alimentos, pues permite mejorar la calidad de los protocolos de limpieza, desinfeccion
y prevencion y evita la contaminacién masiva con microorganismos patégenos, y dificiles
de controlar como L. monocytogenes. Por este motivo es de gran utilidad conocer la
susceptibilidad a desinfectantes de aislamientos de Listeria spp., que circulan en el

ambiente empresarial y alimentos nacionales.
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MARCO TEORICO

Antecedentes Historicos

Listeria pertenece a la familia Corynebacteriaceae y fue descrita por primera vez en 1926
por Murray y colaboradores en Cambringe, como causante de epidemia en cerdos y
conejos. Este microorganismo fue denominado entonces Bacterium monocytogenes
debido a la monocitosis (leucocitos mononucleares) observada en la sangre de los
animales enfermos. En 1927 Pirie le llamo Listerella hephatolytica en reconocimiento a la
infeccion en higado. La similitud entre los dos microorganismos llevo a la generacién del
nombre Listerella monocytogenes (11, 60, 69, 87). En 1929, Nyfeldt aislé la bacteria de
sangre de pacientes con mononucleosis infecciosa, y realizdé el primer reporte de
listeriosis en humanos. Mas tarde en 1936 Burn reporté que Listerella monocytogenes
causaba meningitis en los adultos. Posteriormente en 1940 el nombre de Listerella fue

cambiado por Listeria (13, 64).

El género Listeria

El género Listeria esta formado por seis especies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii y L. grayi (42, 87). L. monocytogenes y L. ivanovii son
los dos unicas especies reconocidas como patégenas, aunque se conoce de un caso
fatal de bacteremia humana por L. innocua (67). L. monocytogenes genera brotes o casos
esporadicos de listeriosis en humanos y ha sido asociada con infecciones invasivas en
mas de 40 especies de mamiferos y aves (9, 62). L. ivanovii sélo infecta animales y rara
vez se ha reportado como agente causal de listeriosis en humanos (22). El 99% de las
infecciones por Listeria se atribuyen a la ingestion de alimentos contaminados, en
particular los productos listos para consumir (29, 31, 40, 47, 72, 77, 90, 100) y se cree que
el 1% restante corresponde a infecciones en recién nacidos; lo que ocurre por transmision

vertical o por contagio en las salas de neonatos.

El hombre puede adquirir la listeriosis: por ingestion de alimentos contaminados (huevos,

carnes, leches, quesos, entre otros), transmisioén persona a persona o por contacto directo
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con animales enfermos (empleados, granjeros, veterinarios) (7, 10, 32, 37, 45, 50, 51, 53,
78, 80, 82, 93).

Listeriosis

Listeria monocytogenes se ha convertido en un reconocido microorganismo emergente
alimentario asociado a brotes epidémicos relacionados con diferentes tipos de alimentos
(8, 30, 38, 39, 49, 68, 85, 86).

La listeriosis suele presentarse como bacteremia primaria o0 meningitis aguda aunque
puede tener otras manifestaciones. Al igual que la sepsis, la meningitis por Listeria afecta
a recién nacidos de 3 a 30 dias de vida, adultos inmunosuprimidos y mayores de 60 afos.
Como cualquier meningitis neonatal, suele cursar con manifestaciones poco evidentes,
como anorexia, falta de desarrollo. No hay rigidez de nuca y la tumefaccién de las
fontanelas tampoco es constante. El examen del liquido cefalorraquideo (LCR) es en
general, indistinguible de cualquier meningitis purulenta y muestra pleocitosis de 150 a
3.000 células mI” (extremos de 6 a 12.000) que suelen ser polimorfonucleares, pero a
veces predominan los linfocitos, hiperproteinorraquia (hasta 700 mg dI") e
hipoglucorraquia que, sin embargo, no es constante. L. monocytogenes no siempre se

observa en la tincion de Gram, pero el cultivo suele ser positivo (95, 96).

La listeriosis tiene dos manifestaciones la forma invasiva y la no invasiva; en humanos
L.monocytogenes puede afectar el SNC, conducir a la muerte o dejar secuelas
neurolégicas; mientras que la forma no invasiva de la enfermedad ocasiona sindrome
gastrointestinal. Aunque la listeriosis puede manifestarse en personas aparentemente
saludables, existen grupos especialmente sensibles como los neonatos, las mujeres
embarazadas (79), los ancianos y personas inmunocomprometidas (6, 96). La tasa de
mortalidad de esta enfermedad oscila entre 20 y 30% (96). Las formas clinicas de la
enfermedad varian de acuerdo al grupo infectado y las manifestaciones mas comunes son
meningitis, meningoencefalitis, septicemia, infecciones intrauterinas o cervicales en
mujeres embarazadas, lo cual puede causar el aborto espontaneo en el 2-3 trimestre,
infeccion prenatal y gastroenteritis (95). Las manifestaciones mencionadas en ocasiones

estan precedidas por sintomas parecidos a los de influenza incluyendo fiebres
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persistentes; también sintomas gastrointestinales como nauseas, vomitos, diarreas vy

estos sintomas pueden preceder formas mas serias de listeriosis (34, 84).

En la actualidad, L. monocytogenes es la causa mas comun de meningitis en los
pacientes inmunosuprimidos. El cuadro clinico puede ser muy variable. A veces es muy
poco expresivo y solo se manifiesta por febricula y alteraciones de la personalidad. Otras
veces muestra un curso subagudo vy, rara vez, cabe advertir una evolucion fulminante con
coma precoz. Aparte del sindrome meningeo, y sin que coexista un absceso cerebral, los
signos neuroldgicos focales son bastante habituales, lo que sefiala que se trata mas de
una meningoencefalitis que de una simple meningitis. Asi, se han descrito paralisis de los
nervios craneales, hemiplejia y sordera. Este cuadro clinico es muy grave, cifrandose la
mortalidad entre el 12,5y el 43%. (37-39).

En brotes esporadicos y epidemias una gran variedad de alimentos han actuado como
vehiculos; entre ellos la leche, el queso, el paté, la carne de res, la carne de cerdo, la
carne de aves, los vegetales, los productos del mar y particularmente los productos listos
para consumir (5, 16, 35, 36, 74, 96).

Son pocos los casos de infecciones humanas causados por L. ivanovii, hasta el momento
s6lo se han reportado tres casos, un paciente con SIDA (22), un caso de infeccion
placentaria (25) y en el 2006 se reporté el caso de un adulto mayor de 60 afos con
carcinoma metastatico en higado (92); sin embargo es importante tener en cuenta el
subdiagnoéstico. L. ivanovii posee un tropismo diferencial especifico por rumiantes
menores, provocando abortos, septicemia y enteritis. A diferencia de la encefalitis que
produce L. monocytogenes, L. ivanovii ataca el utero gravido de los animales (9), este
microorganismo puede generar afecciones locales como mastitis, endocarditis, enteritis,
querato-conjuntivitis, miocarditis e iritis (33, 71). La mastitis en vacunos suele presentarse
como infeccion subclinica o supurativa, por lo que en algunos casos se han encontrado
Listeria spp., en los neutrdéfilos de la leche. Las vacas que sufren de mastitis cronicas por
Listeria spp., son escasas y en tales casos la bacteria se elimina alcanzando niveles de

10°UFC/ml; no obstante la contaminacién de la leche por esta causa sigue siendo rara (9).
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Listeria spp., en la industria de alimentos

La capacidad de Listeria spp., de crecer a temperatura de refrigeracion, tolerancia a la sal
y al nitrito de soédio, hace que la bacteria contamine alimentos que se encuentren
refrigerados. Este microorganismo se caracteriza porque puede vivir en la superficie de
las carnes, durante la preparacion y el almacenamiento de la leche en polvo, y puede
permanecer viable durante varios procesos de fabricacion y maduracién del queso;
Debido a su caracter ubicuo puede contaminar las superficies, equipos y utensilios,

incluso productos procesados. (17, 35, 54, 57, 80).

Resistencia de Listeria spp., a desinfectantes

Los desinfectantes son productos quimicos bactericidas y se usan en objetos inanimados.
Los desinfectantes quimicos, denominados microbicidas, tienen una gran aplicacion en
aquellos casos en los que no se puede usar calor o la radiacion en la descontaminacion o
la esterilizacion. Los desinfectantes al ser un producto bioquimicamente activo que libera
en las superficies de la infeccidbn por destruccion y muerte de microorganismos

indeseables y deja las superficies de equipos y lineas listas para usarse. (76).

Las medidas de control para los microorganismos son la descontaminacién, la
desinfeccion y la esterilizacion; continuamente aplicamos los métodos de desinfeccion
que inhiben el crecimiento microbiano, de tal forma las medidas antimicrobianas mas
directas son la desinfeccion con agentes quimicos o fisicos especiales. (15, 73). En un
laboratorio de microbiologia o en instalaciones industriales, los agentes quimicos se
emplean de forma rutinaria para controlar el crecimiento microbiano. En la industria de
alimentos, se han desarrollado programas de limpieza, saneamiento y sistemas
especificos de proteccion de las materias primas, procesos y productos, que se aplican

hoy en dia a nivel mundial (76).

Los antisépticos y desinfectantes son ampliamente utilizados en hospitales y otros centros
sanitarios hospitalarios. Los agentes esterilizantes son desinfectantes que en condiciones
apropiadas eliminan la vida microbiana. Una amplia variedad de agentes quimicos
(biocidas) se encuentran en estos productos, muchos de los cuales se han utilizado

durante cientos de afios, entre ellos los alcoholes, los fenoles, yodo y cloro. La mayoria de
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estos agentes activos demuestran un amplio espectro de actividad antimicrobiana, sin
embargo, poco se sabe sobre el modo de accién de estos agentes en comparacion a los
antibidticos. El uso generalizado de estos productos ha llevado a algunas especulaciones
sobre el desarrollo de la resistencia microbiana, en particular, si la resistencia a los

antibioticos es inducida por los antisépticos o desinfectantes (41, 75).

Listeria monocytogenes en Colombia

En Colombia, aunque la enfermedad es de interés para la salud publica, no existen
reportes epidemiolégicos debido al subregistro clinico e industrial, la mayoria de casos
clinicos no se diagnostican (96). La ausencia de reportes podria estar relacionada con
una frecuencia baja de la enfermedad como sucede en otros paises, o con el hecho de

que la patologia ha sido poco investigada (96).

La Fundacién Clinica Valle del Lili (FCVL), en Cali, Colombia, en un estudio retrospectivo
entre 1994 y 1998 encontré 19 casos con 37 aislamientos de L. monocytogenes, 33 en
sangre (89,2%), dos en liquido cefalorraquideo (LCR) (5.4%), uno en liquido amnidtico
(2,7%) y uno en biopsia de cerebro (2,7%) (20). Entre los pacientes se observé una
mortalidad del 26% (5/19), menor a la de otros paises pero estadisticamente significativa
para la localidad (20). Durante el aino 2002 de los 69 brotes reportados al Sistema Alerta y
Accion (SAA), en uno se identific6 L. monocytogenes como agente causal de ETA, el
microorganismo se encontraba presente en queso para emparedados distribuido en una
cafeteria de Bogota y seis personas resultaron afectadas, no obstante no se logré
comprobar la presencia de estos en los pacientes (58). En el periodo 1992-2003 se
reportd solo un brote de listeriosis, el subregistro de casos se atribuyd a problemas en el
diagnéstico por los desoérdenes extraintestinales producidos por la bacteria (28). En el
2005, Uribe et al., describieron un caso de meningitis por L. monocytogenes en el servicio
de Pediatria de Hospital San José, Bogota (97).

Respecto a investigaciones en alimentos, en Colombia, desde 1994 hasta el 2009 se han
documentado estudios sobre aislamiento de Listeria spp., y L. monocytogenes, en

Antioquia, en el altiplano Cundiboyacense, en Cali y los Municipios de Madrid y Mosquera
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en Cundinamarca. En este lapso se analizaron productos crudos o preparados
artesanalmente, tales como: leche cruda, quesos frescos, semimaduros, maduros, doble
crema, blancos y cuajada, carnes de pollo, res, cerdo y derivados, huevo, hortalizas
(lechuga vy repollos), agua de riego, equipos como tajadoras de queso; ademas, se
comprobo la capacidad de supervivencia de L. monocytogenes en superficies inertes (66).
Se han reportado incidencias del 37% de L. monocytogenes en leche cruda y 29,2% en
leche pasteurizada (24), en junio de 2003 Vanegas y colaboradores reportaron una

incidencia de 29,2% del patdgeno en quesos campesinos comercializados en Bogota (98).

La Secretaria Distrital de Salud de Bogota realizd6 un estudio en derivados carnicos
cocidos para consumo directo, durante los afios 2001 a 2004 identificando 67 muestras
positivas (16,87%) de L. monocytogenes aisladas de un total de 398 muestras de
embutidos, siendo el jamén de cerdo cocido el que presento mayor prevalencia del

microorganismo (Tabla 1).

Tabla 1. Serovariedades de L. monocytogenes obtenidos en derivados carnicos

comercializados en Bogota (74).

Serovariea Cantidad de cepas Porcentaje
d
4b 30 44 8%
Vab 6 9.0%
3b 10 14.9%
4d 1 1.5%
NI 20 29.9%

NI= No identificado

Sin embargo el niumero de muestras procesadas puede no reflejar las condiciones reales
de todo el pais, de igual forma L. monocytogenes puede tener una mayor recuperacion en
climas frios y al existir todos los pisos térmicos en el pais, los datos de Bogota no pueden

compararse con los datos que puedan existir por ejemplo en la costa Atlantica.

19




Investigaciones sobre Listeria spp., desarrolladas en la Facultad de Ciencias de la
Pontificia Universidad Javeriana han encontrado prevalencias de L. monocytogenes en
distintos alimentos. En 1996, se investigaron leches crudas obtenidas en ventas
ambulantes y leches pasteurizadas de Bogota; en este estudio de 41 muestras de leche
cruda, el 78% presento Listeria spp., y el 17,07% de los aislamientos correspondié a L.
monocytogenes. De las 25 muestras de leche pasteurizada, el 8% fueron positivas para L.

seegligeri, especie no patégena para humanos (14).

En 1997 se analizaron repollos y lechugas crudas y procesadas, adquiridas en tiendas y
supermercados de la capital de Colombia, en el 30% de las hortalizas se recuperé Listeria
spp., de estas el 13% contenia L. monocytogenes y de las 20 muestras adobadas con
salsa vinagreta se encontré Listeria spp., en el 20%, del cual el 10% fue L.

monocytogenes (99).

En 1998 se determind la incidencia de L. monocytogenes en quesos frescos elaborados
artesanal o industrialmente en Bogota, el muestreo se realizé en supermercados y plazas
de mercado. Se aislaron 5 especies de Listeria spp., en el 48% de los quesos, L.
monocytogenes contamind el 23% de las muestras mientras que L. welshimeri se aislo

con la frecuencia del 54% (59).

En 1999, se analizaron aguas de riego para repollos y lechugas en el municipio de
Mosquera, de 50 muestras tomadas en orillas de los vallados, el 38% de las muestras
presentd Listeria spp., y de estas, el 10% se identific6 como L. monocytogenes. En las
muestras tomadas en el centro de los vallados, el 36% correspondié a Listeria spp., y de
este el 8% fue L. monocytogenes. De las 50 parcelas examinadas el 56% presento

Listeria spp., del cual el 8% fue L. monocytogenes (21).

En el afio 2004 se estudid la prevalencia de L. monocytogenes en pollo procesado en la
zona suroccidental de Bogota, aplicandose PCR en tiempo real (RT-PCR), se identifico
Listeria spp., en 36 aislamientos (14,5%), de los cuales el 14,1% fueron L.

monocytogenes (19).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la susceptibilidad a desinfectantes en aislamientos de Listeria spp.,

proveniente de alimentos, animales y humanos de diferentes regiones de Colombia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Renovar el banco de aislamientos de trabajo (BCT) de Listeria spp., del laboratorio

de microbiologia de alimentos.
2. Determinar la susceptibilidad de aislamientos de Listeria spp., a los desinfectantes

Tego 51, Hipoclorito de sodio.
3. Relacionar el origen de los aislamientos con la CMI encontrada para cada

desinfectante.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo, lugar de estudio y lineas de investigacion

Este es un estudio de tipo descriptivo realizado en el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos del Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI), (clasificado como A
COL0001146). Esta investigacion aplicada estaba cobijada por la linea de investigacion,

Microorganismos Emergentes en Alimentos.

Microoganismos

Se emplearon 166 (100%) aislamientos confirmados del género Listeria, provenientes de
alimentos obtenidos entre el 2002 y el 2009 en diferentes regiones del pais
(Bogota/Cundinamarca, Funza/Cundinamarca y Madrid/Cundinamarca, Pamplona/Norte
de Santander, Cali/Valle del Cauca y Monteria, Cereté/Cordoba), (36). La distribucion de
los aislamientos por especies y region fue: L. monocytogenes 120 (72,3%),
(51aislamientos (42,5%) de Bogota, 42 (35%) de Funza, 11 (9,17%) de Madrid, 13
(10,8%) de Pamplona, 1 (0,83%) de Cali y 2 (1,7%) de procedencia indeterminada);
Listeria spp., 16 (9,6%), (1 (6,25%) de Bogota, 10 (62,5%) de Pamplona, 1 (6,3%) de
Cereté y 4 (25%) de procedencia indeterminada; L. ivanovii 17 (10,2%), (5 (29,4%) de
Monteria y 12 (70,6%) de Cereté) y L. innocua 13 (7,8%), (1 (7,69%) de Bogota, 10
(76,9%) de Pamplona y 2 (15,4%) de procedencia indeterminada).

La distribucién por tipo de muestras fue la siguiente: L. monocytogenes 34 (28,3%) de
espinacas, 19(15,8%) de leche, 8 (6,7%) de lechugas, 32 (26,7%) de pollo, 20 (16,7%) de
quesos, 1(0,8%) de vaca, 5(4,2%) de humanos, 1(0,8%) de procedencia indeterminada;
Listeria spp., 3(18,8%) de leches, 1(6,25%) de lechuga, 9(56,3%) de quesos, 2(12,5%) de
vegetales, 1(6,3) de procedencia indeterminada; L ivanovii 17(100%) de quesos;
L.innocua 10 (76,9%) de quesos, 1(7,7%) de carne de res, 2(15,4%) de procedencia

indeterminada.
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Recuperacién y purificacion de las cepas

Para la recuperacion de estos microorganismos se utilizé caldo BHI suplementado con
0,5% (p/v) de glucosa a 37°C, en agitacion continua a 100 rpm, por 18 horas, teniendo
en cuenta que L. monocytogenes tiene curva de crecimiento entre 12 y 18 horas de
incubacion. (15, 73, 83). Cada cultivo fue verificado por coloracion de Gram y
confirmacion de pureza en Tripticasa Soya, y agar Palcam y TSAYE a 37°C durante 24

horas, observando las caracteristicas propias del microorganismo.

Con las colonias aisladas y puras se prepard un banco de células de trabajo, en caldo

BHI mas glicerol al 20% (v/v), el cual fue criopreservados a -70°C (12, 70).

Desinfectantes

Se emplearon los desinfectantes Tego 51 (surfactante anfétero) e Hipoclorito de sodio
(clorado), a concentraciones de 0,125 a 2% (v/v) y 12,5 a 800ppm respectivamente, en
periodos de tiempo que oscilaron entre los 2 y los 15 minutos de exposicion. Estos
desinfectantes fueron seleccionados por ser de los mas utilizados en la industria de
alimentos (26, 81).

Determinacion de la susceptibilidad a desinfectantes de las aislamientos de Listeria

spp.

Para este analisis se realizo una curva de calibracion de la escala de McFarland; para ello
se midid la Absgionm €n espectrofotometro Genesys 10 Uv (Thermo spectronic) y se
correlacioné con la concentracion de células/ml de cada tubo de la escala. De otro lado

se tubo en cuenta la equivalencia encontrada por Manzano (55) que plantea:
AbSgnm = 0.2 = 1x10"UFC (1)

Los aislamientos de Listeria spp., se cultivaron en caldo BHI suplementado con 0,5% (p/v)

de glucosa a 37°C, 100 rpm, durante 24h. Luego se midid la Absgoonm Y S€ prepard una
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suspension equivalente al tubo 0,5 de McFarland en solucién salina (0,85% (p/v)) de
NaCl). 300ul de la suspension se inocularon en 2,7ml (1/10) del desinfectante en
evaluacién de forma tal que se obtuvo la concentracion a estudiar y se incubd la mezcla a

temperatura ambiente durante los diferentes tiempos de exposicion.

Pasado cada tiempo se tomaron 20ul de la suspension y se inocularon en caldo BHI
suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa (1/150) y se incubd durante 24h a 35°C.
Terminada la incubacién se midi6 la Absgeonm Y a través de su equivalencia en células/ml
obtenida de la curva de calibracion de McFarland se determiné el comportamiento de la
poblacion celular (disminucidn, se mantuvo o aumentd), en comparacion con la poblacién
de células/ml inoculadas. Si la poblacion de células/ml disminuyé se considerd
consecuencia del contacto con el desinfectante y por tanto se interpreto como “Sensible”
(S), si la poblacion de células/ml aumento se interpretd como “Tolerante” (T) y cuando la
poblacion de células/ml se mantuvo, fue interpretado como la necesidad de aumentar la
concentracion del desinfectante y/o el tiempo de exposicion hasta encontrar el punto de
minimo sensibilidad (CMI/tiempo expresada en concentracion minima inhibitoria del

desinfectante/tiempo de exposicién en minutos).
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RESULTADOS

Recuperacion y purificacion de cepas

Se prepar6 un Banco Primario de Células (BPC) con los 166 aislamientos puros y
criopreservados en caldo BHI suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa mas glicerol al
20% (v/v) a -70°C (12, 56). La coloracién de Gram presentd una morfologia de bacilos y

cocobacilos Gram positivos, no esporulasos formando en algunos casos formas de Y o V
(Figura 1a). El crecimiento en agares TSAYE, Palcam evidencio6 las caracteristicas
propias de Listeria spp.; colonias pequefias, de superficie lisa, iluminacion de Henry
positiva (Figura 1b). En agar Palcam, se observaron colonias verde grisosas, lisas y

elevadas, con halo negro alrededor, de L. monocytogenes (Figura 1c).
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Figura 1. a: Coloracion de Gram
L.monocytogenes, b: aislamiento L.
monocytogenes en agar TSAYE, c:

aislamiento L. monocytogenes en agar

Palcam
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Evaluacion de los Desinfectantes
Las aislamientos de Listeria spp., presentaron una variabilidad en la tolerancia (MIC) a las
distintas concentraciones y tiempos de exposicion de los desinfectantes evaluados Tego

51 (desinfectante anfétero), Hipoclorito de sodio (alégeno), (Tablas 1y 2).

Tablal. Patrones de la tolerancia a Hipoclorito de sodio agrupados por tiempo y

concentraciéon del desinfectante.

CMI/Tiempo # de aislamientos (% por especies)

Hipoclorito Tiempo L. Listeria L. innocua L. ivanovii _ Tota_1| de
(ppm) (min) monocytogenes spp. aislamientos
12,5 10-15 6 (5,0) 1(6,3) 2(11,8) 9(5,4)

25 10-15 8 (6,7) 2(12,5) 5(38,4) 3(17,6) 18(10,8)
50 10-15 17 (14,2) 1(7,7) 4(23,5) 22(13,3)
100 10-15 32 (26,7) 4(25) 1(7,7) 3(17,6) 40(24,1)
200 10-15 25(20,7) 2(12,5) 2(11,8) 29(17,5)
400 5-10 20 (16,7) 5(31,2) 2(15,4) 2(11,8) 29(17,5)
600 5-10 9(7,5) 3(23,1) 12(7,2)
800 10-15 3(2,5) 2(12,5) 1(7,7) 1(5,9) 7(4,2)
Totales 120 (100) 16(100) 13(100) 17(100) 166(100)

En azul el limite de concentracion inferior y en rojo limite superior utilizado con mayor

frecuencia en la actualidad en las industrias nacionales de alimentos (26).

Tabla 2. Patrones de la tolerancia a Tego 51 agrupados por tiempo y concentracion del

desinfectante.

CMI/Tiempo # de aislamientos (% por especies)
Tego 51 Tiempo (min) L. Listeria L.innocua L. ivanovii . Tota}l de
(% v/v) monocytogenes spp. aislamientos
0,125 10-15 7(5,8) 1(5,9) 8(4,82)
0.2 5 1(0,8) 1(0,6)
0,25 5-10 21(17,6) 1(6,3) 6(46,1) 2(11,8) 30(18,1)
0,5 2-15 12(10) 1(7,7) 13(7,8)
0,75 5-10 10 (8,4) 3(18,8) 1(7,7) 3(17,6) 17(10,2)
0,9 5-10 13(10,8) 3(18,7) 4(23,5) 20(12,05)
1,0 5-10 18(15) 4(25,0) 2(15,4) 2(11,8) 26(15,7)
1,5 5-10 37(30,8) 5(31,3) 3(23,1) 5(29,4) 50(30,1)
2,0 10 1(0,8) 1(0,6)
Totales 120(100) 16(100) 13(100) 17(100) 166(100)

En azul y rojo se marcan los limites inferior y superior (respectivamente) para el uso del

desinfectante segun ficha técnica.
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Los aislamientos de Listeria spp., presentaron una variabilidad en las CMI encontradas,
para el hipoclorito de sodio el 71,1% (118 aislamientos) de los aislamientos presentaron
valores < 200 ppm en tiempos de exposicion que oscilaron entre los 10-15 minutos
(Tabla 1). Mientras que el 28,9% (48 aislamientos) presentaron CMI > 200 ppm, pero con

tiempos de exposicién menores (5-10minutos).

De otro lado, frente a Tego 51 el 99,4% (165 aislamientos) de los aislamientos se
mantuvieron en valores < 1,5% en tiempos de exposicién que oscilaron entre los 2-15
minutos (Tabla 2), mientras que el 0,6% (1 aislamiento de L. monocytogenes de lechuga,

Funza) presenté CMI de 2% con tiempo de exposicion de 10 minutos.
La distribucion por alimentos y por regiones de los 48 aislamientos que estuvieron por

encima de la concentracion de hipoclorito y el tiempo de uso recomendado por el
fabricante se observa en la (Tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de los 48 aislamientos de Listeria spp.

Ciudad (total de aislamientos en estudio)
Microorganismos
9 Bogota Madrid | Funza Pamplona (33) identl?lf(i)cado Cereté | Monteria
(53) (11) (42) 8) (13) (5)

L. monocytogenes 12 3 12 4 1
Listeria spp. 5 2
L. innocua 6
L. ivanovii 2 1

Subtotal 12 3 12 15 3 2 1

Tabla 3. Distribucion de los 48 aislamientos de Listeria spp., con CMl/tiempo superior a lo

recomendado (Hipoclorito de sodio).

aﬁ\glgr?]?(ta?]?o(g Distribucién por alimentos y tolerancia a Hipoclorito

Espinaca (34) Sy ¥ e

Leche (22) * LS -V

Lechuga (9) L34

No identificado (4) v

Pollo (32) N X TV

Queso (56) ° V)V HVoioexVV LR ®

Vaca (1) -

Vegetal (2) wV
. 400ppm/15min . 600ppm/10min ® 800ppm/15min
2] 400ppm/10min * 600ppm/5min \% 800ppm/10min
v 400ppm/5min

La tabla 3 muestra que 15 (31,25%) de los aislamientos con tolerancias mayores

provienen de Pamplona/Norte de Santander y le siguen Bogota 12(25%) y Funza

12(25%), ambos de Cundinamarca.

Los aislamientos provenientes de humanos presentaron CMI/tiempo dentro de los limites

empleados en la industria,
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DISCUSION

L. monocytogenes es un microorganismo de gran importancia en la industria de alimentos
y a nivel de salud publica, esta presente en diferentes ambientes, equipos e instalaciones;
lo que le permite la diseminacion y contaminacion de los alimentos, incluso después de
haber sido procesados (8, 32, 80). De ahi la importancia de determinar la sensibilidad de
este microorganismo a los desinfectantes empleados en los procesos limpieza y

desinfeccion.

En este estudio se evalud la tolerancia de aislamientos de Listeria spp., proveniente de
diferentes origenes frente a dos desinfectantes comunmente empleados en la industria
nacional el Tego 51 (C4sH40CIN3O5) y el hipoclorito de sodio (NaOCI).

El Tego 51 es un surfactante anfétero que reduce la tension superficial de la membrana
afectando la permeabilidad y el intercambio de sustancias y nutrientes. Las propiedades
de las membranas de los microorganismos difieren en funcion de la composiciéon quimica
de las mismas por lo cual el efecto de este desinfectante no es igual en bacterias Gram-

positivas o en Gram-negativas (3, 18).

Por otra parte el hipoclorito de sodio neutraliza los aminoacidos formando sal y agua,
dando lugara a la formacion de cloraminas que interfieren el metabolismo celular, degrada
los acidos grasos afectando de manera general la integridad de la membrana
citoplasmatica, provoca inhibiciones enzimaticas irreversibles y alteracion en el

metabolismo de los fosfolipidos entre otros (27).

Se ha demostrado que varios de los agentes sanitizantes y desinfectantes empleados en
la industria de alimentos son efectivos contra células de L. monocytogenes en
suspension; sin embargo la formacién de biopeliculas sobre las superficies y la presencia

de materia organica en estas disminuye la eficacia de los desinfectantes (1, 44, 63, 88).

En este estudio se propone una metodologia alternativa (ensayo de dilucion) para la
evaluaciéon de la tolerancia a desinfectantes de cepas de Listeria spp., basados en el
incremento de la absorbancia (Absgionm) Y €l calculo de la concentracion de células/ml a
partir de una curva de calibracion de McFarland. Los resultados obtenidos muestran

variabilidad en la susceptibilidad a desinfectantes entre los aislamientos de Listeria spp.,
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si se tienen en cuenta las diferentes CMI/tiempo que fueron encontradas para cada uno

de los desinfectantes ensayados (Tablas 1y 2).

El hecho de que sodlo 49/166 (29,51%) de los aislamientos mostraran CMl/tiempo
superiores a las empleadas comunmente en la industria es alentador; sin embargo 33
(67,34%) de estos aislamientos fueron de L. monocytogenes, y se sabe que al formar
“biopeliculas” este microorganismo incrementa la tolerancia a hipoclorito hasta 2500ppm
(52); para el caso de Tego 51 se han reportado casos de CMil/tiempo superiores a las

recomendadas por la industria.

Un estudio anterior demostré que se requeria de 1000ppm de hipoclorito para inhibir el
crecimiento de L. monocytogenes en suspension (83). Otro estudio demostré que
concentraciones de hipoclorito de sodio de 250ppm y 500ppm inhibian el crecimiento de
aislamientos de L. monocytogenes; sin embargo el estudio sdlo incluyé 5 aislamientos
todos de la misma especie y so6lo se ensayaron dos concentraciones (73). Un tercer
estudio terminado recientemente evalué 25 aislamientos de L. monocytogenes frente a
hipoclorito de sodio y tego51 entre otros y se encontré tolerancia a hipoclorito entre 100 y

200ppm; en el caso de Tego51 encontraron sensibilidad desde 0,25% (15).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio estan en concordancia con los estudios
anteriores (15, 73, 83), pese a que la metodologia empleada para determinar la tolerancia
o0 la sensibilidad ha variado entre estudios; en algunos casos se hizo recuento agar
TSAYE (UFC/ml antes y después de la exposicion al desinfectante) o recuperacion en
agar TSAYE de la célula post-enfrentada al desinfectante usando como control células no

enfrentadas.

En relacion a la tolerancia a hipoclorito, de los 25 aislamientos ensayados en el estudio de
Cardenas-Suarez y Garzon-Puertas 2008, 21 (84%) también fueron ensayadas en este

estudio y se encontro resultados similares en 14 (56%) y resultados diferentes en 7 (28%).

Para la tolerancia a Tego 51, se ensayaron los mismos 21/25 aislamientos del estudio
anterior (15). Nuestros resultados coincidieron en 16 (76,2%) y soélo 5 (23,8%) no
coincidieron. Estos resultados sugieren que la metodologia propuesta en el presente

trabajo es mas robusta y que amerita desarrollar un proceso de validacion.
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Con relacion a los aislamientos provenientes de humanos todos presentaron CMl/tiempo
dentro de los limites empleados en la industria, lo que sugiere que al exponer estos
aislamientos a concentraciones recomendadas a nivel intrahospitalario en tengo 51 (0.5%-
1.5%) y en hipoclorito de sodio (500ppm), se comportarian de la misma manera como se
comportan frente a las concentraciones usadas en la industria. Cabe anotar que cuando
la concentracién empleada del hipoclorito es >500ppm, puede generar una buena
inhibicion a nivel intrahospitalario, pero en la industria de alimentos se debe tener en
cuenta la toxicidad, actividad corrosiva del cloro por lo tanto se sugiere emplear la
concentracion minima inhibitoria para que no produzca efectos en la salud y en los
equipos. (27,83).

Los resultados obtenidos en la tabla 3 reflejan la distribucion de las muestras y no se
puede inferir que la tolerancia de los aislamientos frente a los desinectantes evaluados
sea igual, ademas por no ser homogenea la distribucion de los alimentos por regién no se
puede establecer generalidades, no obstante las cepas que presentaron una mayor
tolerancia a los desinfectantes fueron aisaldas de queso y pollo. Con relacion al queso,
es posible que la resistencia este relacionada con la habilidad que tienen los globulos
grasos de esta matriz de proteger a Listeria haciendola mas tolerable a las condiciones
utilizadas de rutina en la industria lactea. Con relacion al pollo, a niveles industriales estos
son sometidos a procesos de Pre-Chiller y Chiller donde rutinariamente por las
condiciones de manejo de agua y hielo, es necesario la adicion de cloro en el sistema,
exponiendo constantemente a las cepas circulantes al efecto residual del cloro, lo cual

podria aumentar la resistencia al uso de esta sustancia. (16, 27)

La mayor tolerancia encontrada en las cepas de Listeria spp. frente al agente
desinfectante hipoclorito fue en alimentos de pollo y queso procedentes de Bogota y
Pamplona. Generalmente se acepta que los quesos estén contaminados debido a los
métodos de elaboracion, en gran parte artesanales y a la posibilidad que en el post
proceso ocurra contaminacion, a esto se afade un sistema inadecuado de limpieza y
desinfeccion en los sitios de produccion, sin descartar las deficientes condiciones
higiénicas de los sitios de expendio y el manejo inadecuado del alimento en el hogar. (35).
Por eso en este estudio se observa la presencia de los diferentes tipos de Listeria spp.
encontrados en 15 aislamientos de queso de Pamplona, y se observa que las CMl/tiempo

encontradas oscilan entre 400ppm/5min — 800ppm/10min; esto podria esta relacionado
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con la habilidad que tiene L. monocytogenes de formar nicho ecoldgico con otras especies
lo que le permite aumentar su tolerancia a desinfectantes, al compartir informacion
genética demostrando que se requiere de concentraciones mayores a las utilizadas en las

industrias nacionales.

Los resultados obtenidos muestran que 12 aislamientos provenientes de pollo de Bogota
son Unicamente de L.monocytogenes, lo cual podria relacionarse con un estudio en el
2007 por carrascal que mostré una incidencia de 14.5%, por lo que se puede inferir que
las condiciones higiénicas no son las adecuadas, y logran colonizar en el proceso de
refrigeracion. (16).De tal forma este microorganismo presento una variabilidad en las
CMl/tiempo, entre 400ppm/5min — 800ppm/10min. Es importante sefialar que una
incidencia tan alta en este tipo de productos y unas MIC/tiempo mayores a las utilizadas
en la industria, demuestra la ausencia de un buen programa de limpieza y desinfeccion,
por lo que sera necesario reforzar, a nivel de industrias estos programas con el fin de
reducir la contaminacion particularmente de la L. monocytogenes, que por su alta tasa de

mortalidad es de importancia en salud publica.
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CONCLUSIONES

Se logré la recuperacion del 100% del banco de células de Listeria spp., del laboratorio de
microbiologia de alimentos, asi como la inclusiéon de 5 nuevos aislamientos de Listeria

monocytogenes provenientes de humanos.

Se propuso una metodologia de dilucion para la evaluacién de la tolerancia a
desinfectantes, basada en mediciones espectrofotométricas y su interpretacion a partir de

la curva de calibracion de McFarland.

No se logré evidenciar un patrén caracteristico de tolerancia a desinfectantes en relacion
con la regién o el tipo de alimento, sin embargo la agrupacion de los aislamientos con
CMl/tiempo > a la recomendacién del fabricante si esta sesgado en relacion al nUmero de

aislamientos de cada regién y de cada alimento.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar las mismas concentraciones de los desinfectantes afnadiendo dos
variables que pueden influir directamente en la tolerancia o en el efecto bactericida del los

desinfectantes (pH y temperatura de refrigeracion).

Se recomienda terminar la estandarizacién de la metodologia aqui propuesta y hacer la

validacion correspondiente.
Se debe incluir la deteccion de patrones de tolerancia a desinfectantes en préximos

estudios de corte epidemiolégico, donde el sesgo del nimero de aislamientos por

alimentos y region no influya de manera determinante.
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ANEXO 2
Ficha técnica del Tego 51

NOMBRE TEGO 51

ACTIVIDAD Bacilos Gram positivos y Gram negativos; (Incluyendo
Salmonella, Campylobacter y listeria especies) y levaduras.

COMPOSICION Dodecil dietilen diaminoglicina

Dodecilano propilglicina

PRESENTACION

Garrafa de 5 Kg y 50 Kg

MECANISMO DE ACCION

Reduce la tensién superficial de la membrana afectando la
permeabilidad y el intercambio de sustancias y nutrientes.

PROPIEDADES

Liquido amarillo palido, con suave olor caracteristico.

DENSIDAD 1.000 +/- 0.0005 g/cm® a 20°C.
VISCOSIDAD 7.5 +/- 5.0 mPa.s a 20°C
INDICE DE pH Sin diluir 8.2 +/- 0.3

Solucién acuosa al 1% 8.3 +/- 0.5

TESOACTIVIDAD

Solucidén acuosa al 1% 27.8 +/- 0.5 mN/m a 20°C

CONDUCTIVIDAD

Solucién acuosa al 1% 640 +/- 100 uS/cm a 20°C

SOLUBILIDAD

Miscible con agua en cualquier proporcion

TOXICIDAD

Las soluciones con TEGO 51 son virtualmente no téxicas y no
irritan.

COMPATIBILIDAD

TEGO 51 conserva un alto grado de actividad en presencia de
proteinas, jabdn y otros restos suciedad.

BIODEGRADABILIDAD

La degradacién de la sustancia activa ha sido verificada mediante
los métodos de test mas actuales.

ESTABILIDAD
ALMACENAMIENTO

DE

3 afios como minimo hasta 100°C.
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ANEXO 3

Ficha técnica del Hipoclorito de Sodio

NOMBRE Hipoclorito de Sodio
OLOR Clorado (Irritante)
COLOR Amarillo Verdoso

ESTADO FiSICO

Liquido

PROPIEDADES

Liqguido amarillo verdoso, con irritante olor caracteristico

clorado.
DENSIDAD 1.180 - 1.235 g/cm’® a 20°C.
INDICE DE pH Mayora 12a20°C
SOLUBILIDAD Eter 20° C insoluble
Acetona 20° Cinsoluble
Agua 20° C completamente soluble
ESTABILIDAD Depende de concentracion de hipoclorito, concentracion de
catalizadores, pH de la solucién, temperatura, exposicién a la luz.
PRODUCTOS PRELIGROSOS | Cloro
GENERADOS POR | Acido hipocoroso

DESCOMPOSICION

Cloratos sédicos
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ANEXO 3

Listeria spp , 16 (9,6%), 1 (6,3%) Cereté
L. ivanovii  (10,2%), (5 (29,4%) Monteria
12 {70,6%) de Cerete) A\ ¢ isteria spp., 16 (9,6%), 10 (62,5%) de Pamplona

] |L. innocua 13 (7,8%), 10 (76,9%) de Pamplona
T 1| -
5 ; :!_._I Norte de Santander

l

N | Listeria monocytogenes 120 (72,3%), 13 (10,8%) de Pamplona

[ (0| Listeria spp., 16 (9,6%), 1 (6,25%) de Bogotd
L. innocua 13 (7,8%), 1 (7,69%) de Bogota

- ] i

|valle del Cauca .
& IL. monocytogenes 1 (0,83%) de Cali | ;“r'

L. monocytogenes 120 (72,3%), 2 (1,7%) de procedencia
indeterminada

Listeria spp., 16 {9,6%), 4 (25%) de procedencia indeterminada
L. innocua 2 (15,4%) de procedencia indeterminada

Distribucion de los aislamientos por especies y regiéon
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