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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un microorganismo patégeno que afecta a humanos
y animales, como agente causal de una de las mas importantes enfermedades
transmitida por alimento (ETA), denominada Listeriosis. Esta bacteria se asocia
con alimentos tales como la leche, quesos, ensaladas y productos carnicos, lo
que la convierte en un problema para la industria alimentaria, en especial en la
industria carnica. En este estudio se evalué la prevalencia de L.
monocytogenes en el departamento del Tolima. Para ello, se analizaron 377
muestras de materia prima, derivados carnicos de origen porcino, ambientes y
manipuladores en plantas de proceso y en expendios. Para el analisis
microbiolégico de las muestras se aplicé el protocolo de la 1ISO11290-1. A los
aislamientos se les aplicé serotipificacion por PCR y pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. Se obtuvieron 55 (14,5 %) aislamientos de Listeria spp., 5 (1,3
%) de L. monocytogenes y 2 (0,5 %) correspondieron a L. ivanovii., en los que
se encontraron los serotipos 4b/4d/4e y 4al4c, ambos hallados en materia
prima, operarios manipuladores y superficies de trabajo.Los aislamientos
presentaron una susceptibilidad del 100% para ampicilina, penicilina,
trimetoprim/sulfatometoxazol, azitromicina, cloranfenicol, tetraciclina vy
vancomicina. En conclusion, se confirmé la presencia de L. monocytogenes en
diferentes eslabones de la produccién de derivados carnicos porcinos. La
presencia de Listeria spp. (14,5 %) evidencia serias fallas en los procesos de
limpieza y desinfeccion. Los antibioticos de eleccién para el tratamiento de
listeriosis en humanos presentaron una eficiencia del 100% en los aislamientos
estudiados. Como resultado de este estudio se presenta el primer reporte de

Listeria en el departamento del Tolima.

Palabras claves: Listeria monocytogenes, derivados carnicos porcinos, PCR,

serovariedad, susceptibilidad antimicrobiana.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a pathogen microorganism that affects humans and
animals, as an agent of one of the most important food-borne disease (FBD),
denominated as listeriosis. This bacteria is associated with aliments such as
milk, cheese, salads and meat products, which converts it in a problem for the
alimentary industry, especially the meat industry. In this study the prevalence of
L. monocytogenes in the department of Tolima was evaluated. For this, 377
samples of raw material, meat derivates from porcine origin, environments and
manipulators in the process plant and distributors were analyzed. For the
microbiological analysis of the samples the ISO11290-1 protocol was applied.
Serotypification by PCR and antimicrobial susceptibility test were applied to the
isolates. There were obtained 55 (14,5 %) isolates of Listeria spp., 5 (1,3 %) of
L. monocytogenes and 2 (0,5 %) corresponded to L. ivanovii., in which the
serotypes 4b/4d/4e and 4al/dc were found, both in the raw material,
manipulators and work surfaces. The isolates presented a susceptibility of 100
% for ampiciline, peniciline, trimetoprim/sulfatometoxazol, azitromicine,
cloranfenicol, tetracicline and vancomicine. In conclusion, the presence of L.
monocytogenes in different production links of meat derivates from porcine
origin was confirmed. The presence of Listeria spp. (14, 5 %) evidences serious
mistakes in the cleaning and disinfection processes. The chosen antibiotics for
the treatment of listeriosis in humans presented an efficiency of 100% in the
studied isolates. As a result of this study, the first Listeria report in the

department of Tolima is presented.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular que afecta a humanos y
animales, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y es
transmitido al hombre por el consumo de alimentos contaminados. Este
microorganismo causa un sindrome denominado listeriosis, asociado con
graves brotes epidemioldgicos y casos esporadicos, donde se han encontrado
como vehiculos: productos carnicos (carne cruda, curada y sus derivados),
lacteos (quesos, leche cruda y pasteurizada) y vegetales (1-5). Aunque esta
enfermedad es de baja frecuencia, tiene una mortalidad alta (20-30 %),
generando preocupacion en los consumidores, autoridades sanitarias y

productores de alimentos (6-9).

La listeriosis puede originar dos tipos de cuadros clinicos: uno no invasivo y
otro invasivo. El no invasivo es padecido por personas que estan por fuera del
grupo de riesgo, originando un sindrome gastrointestinal, que en la mayoria de
casos es auto limitante. La listeriosis invasiva es una infeccion oportunista que
afecta a un grupo de riesgo especifico, constituido por mujeres en embarazo,
recién nacidos, ancianos y personas con sistema inmunologico comprometido
(10,11). Este tipo de listeriosis es mas severa pues da lugar a meningitis
(fundamentalmente en el feto o en el neonato), meningoencefalitis, septicemia,
aborto espontaneo e infecciones perinatales, que requieren hospitalizaciéon el
85 al 90% de los casos (12-15).

Los principales casos de listeriosis se han presentado en paises
industrializados, en los cuales la produccién masiva de alimentos obliga a
almacenarlos durante largos periodos de refrigeracion, constituyendo en un
problema para las empresas alimentarias, donde es necesario establecer
medidas de control en plantas de proceso y establecimientos encargados de su
comercializacion. Las condiciones que determinan su presencia incluyen

deficiencias higiénicas durante la manipulacién por contaminacion cruzada con
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superficies de trabajo, maquinarias y equipos, entre otros (16-18). De otro lado,
la capacidad de este microorganismo de crecer a temperatura de refrigeracion
y en condiciones extremas de pH, salinidad, incrementa el riesgo de

contaminacion de los alimentos (18-19).

El primer brote asociado a este microorganismo ocurrio en 1981 en “Nueva
Escocia”, Canada, por consumo de ensalada de repollo contaminada (20-22).
Alimentos listos para el consumo como salchichas, jamones y otros embutidos,
se han asociado como un vehiculo frecuente en la transmision de L.
monocytogenes. Hay informes de brotes en Estados Unidos asociados al

consumo de salchichas tipo “frankfurters” y jamones (23-26).

En Colombia, se han realizado varios estudios para conocer la prevalencia de
L. monocytogenes en carne y sus derivados de origen bovino y porcino. Entre
ellos se encuentra el ejecutado por la Secretaria de Salud de Bogota, en
muestras de derivados carnicos listos para el consumo (LPC), donde se
determind que la prevalencia de L monocytogenes fué del 11.2% en el periodo
de tres anos del estudio. Otro estudio reciente realizado por Gamboa y
colaboradores 2012, en la industria carnica porcina a nivel nacional detectaron
una prevalencia de L. monocytogenes del 3,75 % en canales porcinas, 46,2 %
en carne fresca, 8,7 % en salchicha, 6,5 % en jamén y 5,5 % en chorizo (26-
28).

Para el departamento del Tolima no hay reportes de prevalencia de L.
monocytogenes en la industria de derivados de carnicos porcinos, siendo los
mas consumidos la longaniza, chorizo y salchichdén. Por otro lado existen
productos autdctonos del departamento del Tolima como la rellena, el tamal y
la lechona, los cuales son elaborados a base de carne de cerdo pero no se
denominan derivados carnicos. La produccién y comercializacion de los
productos derivados carnicos porcinos no estd del todo tecnificado

predominando la elaboracion artesanal.

15



1. MARCO TEORICO

1. 1 Situacion porcicola en Colombia

Durante los ultimos veinticinco afios la cadena carnica porcina colombiana, ha
mostrado un desarrollo paulatino desde el punto de vista de productividad y
agronegocio. Por esta razon el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
(MADR), la Asociacion de Porcicultores (Asoporcicultores) y los productores
transformadores y comercializadores han realizado esfuerzos para desarrollar
estrategias de innovacién en herramientas y tecnologias para la modernizacion
de la infraestructura, incremento de la produccion, y garantia de la calidad e
inocuidad de la cadena carnica porcina, con el fin de mejorar los canales de

comercializacién y fomentar el consumo de carne de origen porcino ( 29-30).

Segun el Fondo para el Financiamiento del Sector Agricola FINAGRO (2010),
China fue el pais que lideré la produccién mundial y a la vez el mayor
consumidor de carne porcina, aportando el 53% de la produccién total. Se
considera que entre China, la Unién Europea y Estados Unidos se reune el
85% de la produccion mundial. Japén es el pais lider en importaciones
valoradas en 3.434.959 millones de ddlares, hasta alcanzar el 34% de las
importaciones mundiales, seguido por Rusia, Italia y Alemania (31). Los
mayores exportadores de carne porcina son la Union Europea, Estados
Unidos, Canada4, Brasil y China los cuales cubren el 97% del mercado total en
el mundo. En Latinoamérica se destacan Brasil y México como los mayores
productores y consumidores. Colombia por su parte, ocupa el lugar numero 45

en la produccion mundial de carne de cerdo con el 0.18% (31).

En Colombia, el mercado de carne de origen porcino ha reflejado una dinamica
fluctuante. La produccion responde al consumo interno del pais principalmente

y a un bajo margen de exportacion. Para el ano 2007, Asoporcicultores reportd
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un total de exportaciones de 139 toneladas que cubria animales vivos, carne,
despojo y tocino, con destino al Ecuador. Este bajo margen se debio a las
limitaciones presentadas por las barreras sanitarias para la Peste Porcina
Clasica, para lo cual el pais adelanta campanas de erradicacion (32). En el
plano de importaciones para el 2010 ingresaron 8.082 toneladas al pais y para
el mes de mayo del 2011 se habian importado 4.493 toneladas de carne de
cerdo, siendo los principales proveedores Chile, Estados Unidos, y Canada con
9849 toneladas (33). A pesar de lo expuesto, las cifras muestran un aumento
del beneficio y produccién comparado con afos anteriores. Por ejemplo, el
numero de cerdos formalmente beneficiados en el afio 2011 fue de 194.195
cabezas, que representa un crecimiento a razon del 4,4% con relacion a las
202.740 cabezas registradas en el afio 2012 (34).

El consumo aparente de carne de cerdo en el afio 2.010 en Colombia fue de
4.63 Kg/hab/ano frente a 4,22 Kg/hab/ano del 2009 mostrando un aumento del
9,7%. En comparacion con la situacion mundial del consumo de carne de cerdo
en el afno 2010 Colombia se encuentra por debajo tanto de la media mundial
que es de 16 Kg/hab/afio, como la media de América del Sur 9 Kg/hab/afio
(35).

Los factores que inciden en el consumo de carne de origen porcino son el
conocimiento del producto, capacidad de compra, arraigo cultural y percepcion
del producto (26, 27).

1. 2 Generalidades Listeria spp.

El género Listeria recibe su nombre en reconocimiento al cientifico Josep
Lister, conocido por la introduccion de las técnicas de desinfeccion médica.
Este género se relaciona con Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus,
Lactobacillus y Brochothrix. La disposicion filogenética de Listeria esta dada
por el bajo contenido de G+C (36% a 42%), con base a la hibridacién ADN-

17



ADN en el analisis de multilocus enzimaticos y la secuenciacion del rDNA 16s
(36, 37).

1. 2. 1 Especies

Actualmente el género Listeria cuenta con ocho especies: L. monocytogenes,
L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. marthii, L.
rocourtiae (38-42). De estas L. monocytogenes y L. ivanovii son consideradas
especies patdogenas segun estudios realizados en ratones, que mostraron su

capacidad de colonizar en bazo e higado (17, 43, 44).

1. 2. 2 Caracteristicas bioquimicas

Las especies del género Listeria se caracterizan por ser catalasa positiva,
oxidasa e indol negativas e hidrolizar la esculina. Se diferencian por sus
caracteristicas bioquimicas, las pruebas empleadas en la identificacion de esta
género son las de fermentar carbohidratos de D-xilosa, L-ramnosa, a-metil-D-
manosido y D-manitol (45). La capacidad de producir lisis en glébulos rojos,
diferencia a L. monocytogenes de especies de Listeria no patogénicas. Las
técnicas “rapidas” basadas en caracteristicas genéticas o inmunoldgicas

identifican a Listeria a nivel de género y especie (46, 49).

1. 2. 3 Serotipos

La clasificacion de los serotipos se basa en la combinacion de los antigenos
somaticos (O) y flagelares (H), reportando 13 serovariedades para L.
monocytogenes (18, 24, 36, 50). Tres de estos serotipos, 1/2 a, 1/2 b y 4b, son
los que se han aislado en el 90% de los casos de listeriosis humana (51, 52).
Hay serovariedades que se comparten entre especies como 1/2 b, 4ab, 4c, 4d,

6a, 6b, In? (Tabla 1).
18



Tabla 1. Serotipos especies Listeria.

Especie Serovariedad

L. monocytogenes 1/2 a, 1/2 b, 1/2 ¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, “7”
L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, 6a, 6b, In®

L. welshimeri 6a, 6b

L. seeligeri 1/2 b, 4c, 4d, 6b, In®

L. grayi Desconocida

L. rocourtie Desconocida

L. marthii Desconocida

In?: Indefinido, tomado de Swaminathan (53)

Desde 1981, las cepas de la serovariedad 4b son responsables del 33% al
50% de casos de listeriosis en humanos a nivel mundial y de los principales
brotes alimentarios las serovariedades 1/2b y 3b también se han aislado en
humanos. Los aislamientos recuperados de alimentos se relacionan con el
serogrupo 1/2 (54-56).

1. 2. 4 Generalidades de L. monocytogenes

L. monocytogenes es un bacilo Grampositivo, que no presenta capsula, no es
esporulado, es anaerobio facultativo intracelular, es catalasa positiva, es
psicrotrofo y es mévil a 25 °C e inmdovil a 37 °C debido a la disminucion de la

produccion de flagelina (57, 58).

L. monocytogenes crece en un rango amplio de temperaturas que oscilan entre
-1,5 °C a 45 °C (Tabla 2). A bajas temperaturas tiene un crecimiento lento (60),
la congelacién no reduce el tamafio de la poblacion de este microorganismo, su
sobrevivencia depende del tipo de alimento y condiciones de almacenamiento.

Se interrumpe el ciclo de vida en este microorganismo cuando se somete a
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temperaturas superiores a 50 °C (61). L. monocytogenes crece en medios de

cultivo con pH 4,4 y a pH inferior de 4,2 sobrevive pero no crece (62, 63).

La actividad de agua (ay) condiciona el crecimiento de este microorganismo, el
cual puede sobrevivir a valores altos como 0,92 y bajos de 0,89 (Tabla 2) (59,
60, 63) por lo cual se debe realizar una combinacion de tratamientos térmicos
en el proceso de carnes curadas para mantener los alimentos libres de

contaminantes (64, 65).

L. monocytogenes crece en presencia de altas concentraciones de sal 6,5% e
incluso crece en cloruro sédico del 10 a 12% (p/v) durante largos periodos de
exposicion, favoreciendo su crecimiento en las carnes curadas como
salchichas, mortadelas y jamones, entre otros (66, 67). Los limites de

crecimiento y sobrevivencia de L. monocytogenes se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Limites de crecimiento y sobrevivencia de L. monocytogenes

Parametro Minimo Maximo Sobrevivencia
Temperatura -1,5-3°C 45 °C -18 °C

pH 4.2 9,4-9,5 3,3-42

(p;‘zvti)" dad delagua 99 _ 0,03 > 0,99 <0,89

Sal (% NaCl) <05 12-16 > 20

Fuente: FSAI, 2005 (59)

Acidos organicos, como el &cido acético, citrico y lactico a concentraciones
0,1%, pueden inhibir el crecimiento de L. monocytogenes (68). La actividad
antilistericida de estos acidos esta relacionada con su grado de disociacion
(69). Partiendo de la premisa que no todos los acidos son iguales, el acido
citrico y lactico son menos dafinos que el acido acético a pH semejante, el HCI

es el menos efectivo de todos (36,70, 71).
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1. 2. 5 Vias evolutivas

Segun analisis filogenéticos basados en el RNA ribosomal 16s (RNAr 16s) y
RNA ribosomal 23s (RNAr 23s), Listeria tiene dos grupos evolutivos (Figura 1).

En la ramificacién de las especies de Listeria spp., ocurrid la agrupacion de
genes de virulencia en la isla de patogenicidad LIPI-1, donde se incorporaron
las especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua 'y L. welshimeri (8).

Las cepas de L. ivanovii se desarrollan en un ciclo de vida intracelular similar a

L. monocytogenes, al tener una copia de LIPI-1.

En general ninguna subespecie de L. monocytogenes es benéfica para el
hombre (8).

Incorpora LIPI-1 l_l_l

 Lsemgen

Figura 1. Evolucion del grupo de genes de virulencia (LIPI-1) en el género Listeria.
Modificado de Torres et al., 2005 (8).

1. 2. 6 Linajes de L. monocytogenes

Andlisis moleculares como ribotipificacion y microarreglos, demuestran los

parentescos gendmicos, que permiten agrupar las cepas de L. monocytogenes
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en grupos genéticos denominados linajes (72-74). Tradicionalmente se han
identificado tres linajes (I, II, Ill), no obstante recientemente se reporto la

existencia de un cuarto linaje (75).

En el linaje | se encuentran normalmente los serotipos 1/2 b, 3b, 4b, 4d, y 4e,
aislados de brotes con origen alimentario en humanos y casos esporadicos de
listeriosis (76). El linaje 1l comprende serotipos 1/2 a, 1/2 ¢, 3a y 3c, que se han
aislado casos ocasionales de listeriosis en humanos (77-79). El linaje Il incluye
los serotipos 4a y 4c, algunos autores asignan casos atipicos del serotipo 4b a
esta progenie (52). Aunque su aislamiento en animales es frecuente, se

caracteriza por ser escasa en alimentos y muestras clinicas (78).

Estudios adicionales de caracterizacion publicaron los subgrupos IlIA, lIB, y
IlIC; donde IlIA y llIC forman un grupo monofilogenético, asignando al
subgrupo 1lIB como linaje IV. Aunque el Linaje IV es reportado por Ward y
colaboradores en el 2008 (80), es poca la informacién que se tiene de este

grupo (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen linajes de L. monocytogenes.

IDENTIFICACION CARACTERISTICAS .
LINAJE SEROTIPOS . DISTRIBUCION
INICIAL GENETICAS

o Frecuentemente
Menor diversidad entre . i
aislado de diversas

Primera descripcion los linajes; los niveles
1/2 b, 3b, 3c, ] fuentes;
I en un MLEE mas bajos de la
. b o Sobrerrepresentados e
estudiado por (84) recombinacién entre los )
) ntre los aislados
linajes.
humanos.
Sobrerrepresentados
Primera descripcion  1/2a, 1/2c, Mayor diversidad, alta entre los alimentos
Il en un MLEE 3a recombinacion entre y relacionadas con los
estudiado por (84) niveles. alimentos, asi como los

ambientes naturales.
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Primera descripcion Mucha diversidad;

" parcial de los analisis  4a, 4b, 4c recombinacion de Mas aislamientos
de secuencias por niveles entre los linajes obtenidos de rumiantes.
(10) Iy linajes Il

Primera descripcion

como |lIB usando

analisis parciales de Pocos aislados o )
. 4a, 4b, 4c ] Mas aislamientos
v secuencias por (86); analizados hasta la ) .
obtenidos de rumiantes.
Reportado por fecha.

primera vez como
Linaje IV por (87)

Tomado de Orsi et al., 2011 (24)

1. 2. 7 Virulencia

Los genes de virulencia de L. monocytogenes se organizan dentro de unidades
genéticas conocidas como islas de patogenicidad (IPAs) (37, 8). L.
monocytogenes es unica en el grupo de patégenos transmitidos por alimentos
al producir la listeriolisina O (80, 81). L. monocytogenes entra en la célula del
hospedero, crece dentro de ella y transita a células vecinas, esta circulacion
evita la exposicion a anticuerpos y antibioticos. Al crecer esta bacteria en
células humanas se desplaza a través de la membrana intestinal permitiéndole

a este microorganismo llegar a la placenta y al cerebro (37).

La patogenicidad se debe a la capacidad de L. monocytogenes de adherirse,
invadir y multiplicarse dentro de una gran variedad de células no fagociticas
(enterocitos, hepatocitos, fibroblastos, células dendriticas y endoteliales) (8).
L. monocytogenes en humanos, inicia con la ingesta del alimento contaminado,
cruza la barrera intestinal, se interna y se replica en los macrofagos. Después
se transporta por la sangre hacia los nodos linfaticos, hasta llegar al bazo e
higado; los microorganismos sobrevivientes se desplazan via sanguinea hasta

llegar a la placenta y al cerebro del huésped (9).

23



Algunos factores de virulencia son producidos por L. monocytogenes para
facilitar el proceso invasivo. En este caso los locus de virulencia son formados
por unidades transcripcionales, inicialmente la proteina reguladora prfA es
absolutamente indispensable para la expresion de la virulencia en las especies
patdogenas de Listeria, la posicion central esta ocupada por el monocistron hly,
que codifica una citolisina sulfidrilo activada (listeriolisina O), requerida para la
ruptura fagocitaria y la liberacion en el citoplasma, prerrequisito para la
proliferacion de L. monocytogenes. La internalina es la proteina obligatoria en
el inicio del proceso que esta codificada por el gen inlA, el cual es

termoregulado y tiene mayor expresion a 37 °C que a 20 °C (82).

L. monocyfogenes

Figura 2. Factores de virulencia en L. monocytogenes. Modificado de Torres et
al., 2005 (8)

Los responsables del parasitismo celular de L. monocytogenes son los factores

de virulencia prfA, pIcA, hly, mpl, actA, plcB, (Figura 2) (62).
Gen prfA: codifica proteinas prfA del factor de transcripcién estructural,
activador de genes de virulencia de L. monocytogenes, dependientes del

ambiente.

Gen plcA: codifica la fosfolipasa C fosfatidilinositol especifica (PL-PLC), ayuda

a desestabilizar los fagosomas primarios.
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Monocistron hly: codifica una citolisina sulfidrilo activada (Listeriolisina O)
requerida para la ruptura de la vacuola fagocitaria y libera la bacteria dentro del
citoplasma. Una vez libres los genes reguladores del crecimiento trabajan

normalmente.

Gen mpl: codifica proteasa mpl, la cual procesa extracelularmente el pro
péptido inactivo de la PC-PLC.

Gen actA: codifica para la proteina actA, factor responsable de la motilidad

basada en actina y diseminacién célula a célula de L. monocytogenes.

Gen plcB: codifica la fosfolipasa C fosfatidilcolina especifica PC-PLC que media
la disolucion de la doble membrana de los fagosomas secundarios formados
después de la diseminacion célula a célula.

(83- 86).

1. 2. 8 Ciclo de infeccion

Las etapas del ciclo de infeccidn son: internalizacion, evasion de vacuola
intracelular, nucleacion de filamentos de actina y expansion de célula a célula
(37,82).

En la internalizacion hay una adherencia a la superficie de célula eucariota,
seguido por la penetracion de la célula hospedera. La internalina A y la
proteinas de adherencia a Listeria (LAP) son proteinas requeridas para la

incursion a células no fagociticas (87).

Una vez fagocitada, L. monocytogenes, procede la evasion de la vacuola
intracelular, ésta se cubre de actina permitiendo desplazarse al interior del
macrofago, para la futura diseminacion, induciendo la secrecion de la
listeriolisina O (88).
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En la nucleacion de filamentos de actina y la expansion célula a célula, se
activa la proteina actA. Siendo las proteinas de estrés ATPasa, clpC y clpE las

que alteran la membrana vacuolar y la virulencia intracelular de Listeria (8,86).

1. 3 Listeriosis

Es una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) de gran importancia en
salud publica por sus implicaciones sociales y econdmicas, asi como por sus
altos costos hospitalarios (4, 11). Aunque es poco comun, causa preocupacion
su asociacion con alimentos de elaboracion industrial, en especial cuando se
registran brotes epidemiologicos. Los brotes de listeriosis se han dado a
conocer en la tres ultimas décadas por consumo de alimentos contaminados,
reportado casos en todo el mundo incluyendo EE.UU., Japon, Nueva Zelanda,
Alemania, Inglaterra, Francia y otros paises europeos, sucediendo en paises
industrializados principalmente. No son claras las diferencias en los casos
reportados de esta enfermedad entre los paises desarrollados y paises en via
de desarrollo (89, 90), segun FoodNet U.S., la listeriosis es responsable del
30% de las muertes trasmitidas por alimentos desde 1996 hasta 2005

mostrando una tasa de letalidad elevada del 16,9% (49, 91).

En los ultimos afos en Chile se han registrado brotes asociados al consumo de
alimentos contaminados como ensaladas, lacteos y carnicos en especial
embutidos (92, 93, 18).

1. 3. 1 Tipos de Listeriosis

De listeriosis se describen dos tipos de cuadros: el invasivo y el no invasivo
(gastroentérico), se pueden presentar desde portadores asintomaticos (2-5%)

hasta individuos con signos gastrointestinales moderados a severos (44).
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En los casos de listeriosis, L. monocytogenes se comporta de modo oportunista
en personas inmunocomprometidas como consecuencia de diversos
tratamientos y/o enfermedades (trasplantados, con cancer, portadores del virus
de inmunodeficiencia humana VIH, didlisis, enfermedades hepaticas, diabetes,
alcoholismo y uso de medicamentos inmunosupresores) y personas mayores
de 65 afos, mujeres en embarazo y neonatos (53, 94, 95). Esta poblacion es
denominada grupo de riesgo cuando alguno de ellos padece listeriosis esta

infeccion es invasiva (96, 97).

Las mujeres embarazadas son afectadas principalmente en el primer trimestre
de gestacion, la infeccidon de la madre puede ser asintomatica o se caracteriza
por tener una patologia parecida a una gripa con fiebre y dolor de cabeza;
induciendo aborto espontaneo, muerte del feto, nacimiento prematuro,
septicemia neonatal, meningitis e infeccion transplacentaria, con un periodo de
incubacion de varios dias o incluso semanas. En los casos de listeriosis
neonatal temprana, el lactante se infecta in dtero, por contaminacion
transplacentaria (98) o durante el parto, por contaminaciéon cruzada. Estos

casos tienen una mortalidad del 30% (4).

En personas mayores de 65 anos e inmunocomprometidos L. monocytogenes
tiene un tropismo especifico hacia el Sistema Nervioso Central (SNC) (14). En
los casos de listeriosis existen meningitis y meningoencefalitis que pueden
llegar a una tasa de mortalidad de 80%. Las infecciones en el SNC son los
sindromes clinicos predominantes; otro tipo de infecciones incluyen
endocarditis, infeccion pulmonar, artritis séptica, osteomielitis, peritonitis,
hepatitis y vasculitis infecciosas, para su manifestacion deben ir precedidas de
bacteremia (94, 44, 5). EIl periodo de incubacion es de 1 a 3 meses con un

promedio de 20-30 dias.

La listeriosis no invasiva se presenta como una enfermedad gastrointestinal
benigna causada por consumo de alimentos contaminados con altas

concentraciones >10'? L. monocytogenes/g. de alimento, causa vémito, diarrea,
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fiebre, dolor de cabeza y fatiga, aunque es una enfermedad auto-limitante. Los
sintomas surgen entre las 18 y las 27 horas de exposicion. El primer caso de
gastroenteritis causado por Listeria fue reportado por Dalton y colaboradores
en al ano 1997, en el cual la posible fuente de infeccion fue una leche
achocolatada contaminada post proceso, conservada de manera inadecuada y
sin refrigeracion. Este alimento fue servido en un encuentro de verano, donde
apréximamente el 75% de las personas que lo consumieron contrajeron la

infeccion por Listeria (99).

Por otra parte, la infeccion no invasiva puede afectar a personas sin factores de
riesgo conocidos pertenecientes a un campo ocupacional en especifico como

médicos veterinarios, zootecnistas y ordefadores (17).

La dosis infecciosa de L. monocytogenes en casos trasmitidos por alimentos,
se ha reportado en el grupo de riesgo 10 células viables, este nimero varia

entre 1,9 x 10°y 1 x 10° UFC/g o ml en una poblacion no vulnerable (17).

Aun no es clara la relacion dosis-respuesta en casos humanos, la funcion que
desempenia la virulencia de la cepa patégena y su relacién con el hospedero el
cual depende de su sistema inmunoldgico. Llevando a considerar todos los
aislamientos de L. monocytogenes igualmente patégenos, a pesar de los casos
reportados sobre virulencia que indican las variaciones entre cepas de Listeria
(39).

1. 4 Susceptibilidad a antibiéticos

Estudios realizados en L. monocytogenes documentan su resistencia a uno o
mas antibidticos. Este microorganismo, es sensible in vitro a una amplia gama
de antibidticos como penicilina, ampicilina, gentamicina, tetraciclinas,
rifampicina y vancomicina. En cambio es resistente a cefalosporinas,

quinolonas y fosfomicina (100-103).
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En casos de listeriosis humana se utiliza penicilina (PEN) como tratamiento de
primera eleccion, de ser alérgico el paciente se emplea
Trimetoprim/Sulfatometoxazol (TMP/SMX) (103-105), si la infeccién
compromete el SNC la eleccion es ampicilina (AM). Estos antibidticos se
emplean s6los o combinados con aminoglucosidos como estreptomicina (SM) o
gentamicina (GM). También se emplean antibiéticos como vancomicina (VA),
eritromicina (E), tetraciclina (TE), cloranfenicol (C) y rifampicina (RIF) (106-
108).

L. monocytogenes presenta resistencia natural a cefalosporinas de tercera
generacion y cuarta generacion como: Cefotaxime (CTX), Ceftazidima (CAZ),
Ceftriaxona (CRO) (109-111), razén por la que no se utilizan en el tratamiento
para humanos. Incluso se ha descrito resistencia a macrolidos como
eritromicina (E), fluoroquinonas: ciprofloxacina (CP), moxifloxacina (MXF),
fleroxacin (FLE) y fosfomicina (FOS) (100, 112-114).

La resistencia a antibidticos, se explica por una adaptacion evolutiva del
material genético, el cual permite transmitir entre miembros del género Listeria,
los genes de resistencia a antibidticos por transferencia horizontal de
informacion genética (115). Los bacteriéfagos cumplen un papel importante al
brindar plasticidad durante el proceso de transferencia de informacion entre
bacterias Gram positivas evolutivamente relacionadas como Enterococcus spp.
(116, 117).

1. 5 Brotes

La primera descripcién de la transmision de listeriosis de manera epidémica fué
en 1981 en Nueva Escocia, Canada. La realizacién de un estudio de casos y
controles junto con la tipificacién de la cepa demostré que la fuente habia sido

un alimento. Durante la investigacién se concluyd que una ensalada de col fue
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el origen del brote, el abono empleado como fertilizante en el cultivo de esta
hortaliza, contenia heces de ovejas que probablemente tenian meningitis por
Listeria. La cosecha de coles se almacend durante el invierno y la primavera en
un contenedor refrigerado, dando las condiciones éptimas de crecimiento para

L. monocytogenes (118, 119).

En paises europeos como Francia e Italia, entre otros, se han reportado brotes
de listeriosis por carne de cerdo y sus derivados (embutidos). También en
Canada en 2008, reportaron un brote asociado con productos derivados

carnicos LPC (salchichas y jamon) (120).

Situacion de listeriosis en Colombia

En la actualidad, han documentado casos de listeriosis en el pais, en personas
con un estado inmunolégico deficiente a causa del VIH sida, terapias
inmunosupresoras, cancer y trasplantes. No obstante, los casos de listeriosis
en Colombia no son diagnosticados por no tener una completa documentacion
impidiendo obtener informacion para una base de datos epidemioldgica
representativa. Son escasos los reportes de listeriosis, pues no es frecuente el
determinacion del patégeno que lo origina (L. monocytogenes) por el Sistema
Nacional de Salud. Impidiendo la relacion de los casos clinicos con el consumo

de alimentos contaminados generando un subregistro epidemioldgico.

Uno de los estudios epidemiolégicos mas reconocidos fue realizado en 1994 en
un hospital de tercer nivel en la ciudad de Cali, donde reportaron 19 casos
clinicos de listeriosis: 10 en adultos inmunocomprometidos, 2 en mujeres en
embarazo, 6 neonatos y un caso aislado de un adolescente de doce afios
(121).

30



El Ministerio de la Proteccion Social en el 2009 reporté un caso, de meningitis
en el departamento de Antioquia, relacionado con el consumo queso fresco

contaminado con L. monocytogenes en un nifio de 10 afos (123).

En el 2011 Zuniga y colaboradores, reportaron el primer caso descrito de
abscesos cerebrales multiples, causados por L. monocytogenes en una

paciente portadora del VIH, originaria de Cartago, Valle del Cauca (122).

Prevalencia de Listeria en Colombia

En Colombia, la busqueda de L. monocytogenes en se enfocado en derivados
lacteos y carnicos, siendo Bogota donde hay el mayor numero de reportes
publicados. La Secretaria Distrital de Salud de Bogota determiné la frecuencia
de L. monocytogenes en derivados lacteos que en el 2001 fue del 10% y en el
2002 llego al 7% (123). Los alimentos vinculados a la contaminacion fueron la
crema de leche y los quesos. Un estudio relacionado con factores de riesgo
asociados a L. monocytogenes, realizado en plantas de proceso de industria
carnica, report6é una prevalencia del 11, 46% (120). Otro estudio en la industria
carnica colombiana fue el realizado por Gamboa en el 2012, el cual reporta una

prevalencia del 13,82% en canales, cortes y derivados carnicos porcinos (28).

A pesar de las limitaciones, la Secretaria de Salud de Bogota determiné que la
prevalencia de L. monocytogenes en derivados carnicos procesados listos para
el consumo es del 11.2 %, En otros alimentos como quesos la incidencia es del
29,6% y en leche no pasteurizada es del 16% (27, 26, 124,125).
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1. 6. Contaminacién de productos carnicos por L.

monocytogenes

L. monocytogenes ingresa a las plantas de derivados carnicos por medio de
multiples vehiculos que incluyen carros transportadores, en prendas de vestir,
materia prima contaminada, animales infectados y portadores humanos (126,
127). Durante el proceso de beneficio, los equipos utilizados pueden
convertirse en vehiculos para la propagacion del patégeno, pues del 11 al 52%
de los animales sanos son portadores asintomaticos de L. monocytogenes
(128). Por las razones anteriores, la bacteria coloniza facilmente las manos de

los trabajadores, llegando asi a zonas limpias o no de los beneficiaderos.

El crecimiento de Listeria se favorece por la humedad elevada y gran cantidad
de nutrientes presentes en plantas procesadoras de alimentos. La bacteria se
puede encontrar facilmente en desagues, puntos con agua estancada, suelos,
superficies y elementos de trabajo (incluyendo el acero inoxidable, vidrio y
caucho) (16).

Aunque los alimentos son sometidos a tratamientos térmicos que impiden la
sobrevivencia de L. monocytogenes pueden llegar a contaminarse post
proceso pues es dificil la eliminacién total de este microorganismo en plantas
de proceso por la formacion de “biofilm” y su adherencia a superficies de

contacto con alimentos, en areas de dificiles de limpiar (17).

La formacion de biopeliculas por L. monocytogenes es de importancia crucial
en la industria alimentaria ya que esta bacteria puede ser la causante del
40,5% de los brotes asociados con infeccion de origen alimentario por
contaminacion de equipos segun un estudio realizado en Francia (119, 129,
130, 131).
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Otros estudios sugieren que el serotipo 1/2c es el de mayor capacidad de
formacion de biopeliculas en acero inoxidable en relacion con otros serotipos

de L. monocytogenes (16).

La formacion de la biopelicula le permite a este microorganismo sobrevivir y
multiplicarse. Entre los factores que promueven la formacién se encuentran la
asociacion con otras bacterias ademas de factores intrinsecos y extrinsecos del
alimento (132-134). L. monocytogenes se asocia con otras bacterias para
formar nichos ecolégicos como con Pseudomonas y especialmente con cepas
psicétrofas con alta tasa de multiplicacién. Ya en el alimento su crecimiento lo
determinan las caracteristicas intrinsecas del producto (a,, contenido de grasa,
Eh y pH) y las extrinsecas (humedad relativa y temperatura de

almacenamiento) (135, 136).

Las biopeliculas se forman en lugares de dificil acceso, ya que en la realizacion
de la limpieza y desinfeccion no se llega a estos puntos, generando
acumulacioén de residuos organicos, los cuales junto a condiciones ambientales
favorables permite la formacion y crecimiento de colonias de microorganismos
estructurando la matriz de la biopelicula. Estos conglomerados de
microorganismos crean resistencias a desinfectantes y antisépticos empleados
en la industria (137), por esta razén se recomiendan limpiezas periédicas con
diferentes desinfectantes con el fin de eliminar la contaminacion de los

alimentos durante la etapa de elaboracion (138).

La adherencia de estos conglomerados suelen hacerse en superficies de
equipos usados durante la manipulacién, procesamiento y almacenamiento del
producto; siendo los puntos muertos, valvulas, uniones, equipos corroidos,
grietas y orificios los lugares mas propensos para la formacién de biopeliculas.
(139).

33



1. 6. 1 Alimentos

L. monocytogenes se ha aislado en diferentes alimentos incluyendo leche y sus
derivados, vegetales, carnes procesadas y sin procesar (140-144). Las Tablas
4 y 5 muestran la incidencia de L. monocytogenes en carnes y derivados
carnicos porcinos en paises industrializados de Europa, Estados Unidos y

Canada, entre otros.

Los alimentos LPC, como derivados carnicos, incluyendo a los de origen
porcino tienen un riesgo elevado de contaminarse con Listeria, convirtiéndose
en un riesgo para la poblacion susceptible (145, 146). Estos alimentos durante
su elaboracion pasan por un proceso térmico inicial con altas temperaturas en
salmuera y posterior refrigeracion antes de ser envasados, lo que proporciona
un entorno 6ptimo, sin competencia con otras bacterias por su alta tolerancia a
elevadas concentraciones de sal y a las bajas temperaturas. El 20% de los
cuartos frios y refrigeradores en plantas de proceso y expendios presentan
temperaturas <10°C, esta refrigeracion no garantiza la inocuidad de los
alimentos LPC, por el contrario brinda un ambiente apropiado para que L.

monocytogenes prevalezca sobre otros patégenos mesoéfilos (17, 147, 148)
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Tabla 4. “Incidencia de L. monocytogenes en carnicos crudos en Europay
otros paises ”

] Porcentaje de
Numero de muestras positivas
Pais Producto muestras o Referencia
analizadas Listeria Lm.
spp-
Australia Cerdo 50 30 10 149
Morcilla
preempacada 137 B 8.8 150
Otras carnes
envasadas, 25 g 199 B 8 150
gamén crudo, 25 169 _ 11.8 150
Bélgica .
Tocino de cerdo,
25g 153 - 18.3 150
Productos
carnicos con
materias  primas | 824 - 13.7/5.82 | 150
curadas 25 g/0.1
g
Bosnia Cerdo 50 18 8 151
/Herzegovina
. Carne de vaca y
Bulgaria de cerdo 234 8 152
China Cerdo 25 60 28 153
Productos
carnicos en
conserva sin | 335 - 108 154
tratamiento
térmico 25 g
Alemania Productos
carnicos tratados | 772 - 5 154
con calor, 25 g
garne cruda , 25 343 _ 30.9 154
Carne picada 21 - 52 155
Alemania ;
Rinderhack
(carne molida) 59 B 46 155
Grecia Salchichas 8 2 - 156
Cerdo 45 3 - 157
Irlanda
Chorizo 20 65 1 157
Cerdo 19 53 - 158
Italia Cerdo 67 33 16 159
Cerdo 153 35 16 160
Cerdo 18 61 39 161
Japon
Cerdo molido 6 100 67 161
Korea Cerdo 20 4 1 162
Espafia Carne picada 88 62 16 163
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Sri?: de cerdo 5 2 0 164
Carne de res 18 33 15 165
Suiza Cerdo 31 45 3 165
Jamon crudo 19 11 0 165
Taiwan Cerdo 34 - 59 166
Trinidad Cerdo 71 1 0 167
Chorizo de cerdo | 59 - 49 168
Reino Unido Cerdo 32 59 29 169
Cerdo 794 4 - 170
Tabla 5. “Incidencia de L. monocytogenes en carne cruda y productos

RTE carnicos en Estados Unidos y Canada”.

N g Porcentaje de muestras Listeria
umero de muestras iti .
positivas spp.
Producto analizadas Referencia
Listeria spp L.m. (CFU/g)
Cerdo asado 50 6 5 10° 171
Asado molido 20 30 25 4-240 172
. 240-
Chorizo de cerdo 17 24 6 21,000 172
Tienda de musculo entero
empacado 135 ND 0 - 173
Musculo de cerdo
empacado entero 96 28.1 146 B 174
Musculo entero mejorado
de cerdo 96 25 14.6 - 174
Tienda de carne fresca
molida y embutidos 96 61.5 22.9 B 174
Cerdo molido an/or cerdo 120 47.5 26.7 - 174
Carne de cerdo molida
envasada 340 - 50.2 51.9 175
Tejidos de cerdos 1.849 - 2.4 2.8 175
Cerdo molido 19 100 95 - 176
Chorizo, 1998/1999 5 - 1.2/0.4 - 177

. *Tomado de: http://www.fsis.usda.gov/OA/recalls/rec_pr.htm.
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2. OBJETIVO GENERAL

Establecer la presencia de L. monocytogenes, identificando molecularmente

aislamientos de derivados carnicos porcinos en el departamento del Tolima.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Serotipificar molecularmente los aislamientos confirmados de L.

monocytogenes.

e Evaluar la resistencia antimicrobiana de los aislamientos de L.
monocytogenes provenientes de la industria carnica en el Departamento

del Tolima.

e Disefar un plan estratégico de control y prevencion relacionado con los
factores de riesgo asociados a la presencia de L. monocytogenes en la

cadena de produccion de derivados carnicos porcinos.
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3. MATERIALES Y METODOS

Este estudio hace parte del programa “Inocuidad de la carne porcina y sus
derivados: Evaluacion del estatus sanitario” contrato numero 2008W4497-3592
de Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) — Universidad del
Tolima (UT).

El presente estudio se realizé en cumplimiento de los objetivos especificos
planteados en el proyecto los cuales son: “Determinar la prevalencia de Listeria
monocytogenes en derivados carnicos porcinos del Departamento del Tolima”;
“Detectar los perfiles de resistencia a los agentes antimicrobianos de las cepas
de L. monocytogenes en derivados carnicos porcinos del Departamento del
Tolima”; “Evaluar los puntos criticos y factores de riesgo asociados a la
contaminacion por L. monocytogenes de acuerdo con las practicas de la
region”; “Socializar y divulgar los resultados del proyecto a la comunidad

cientifica, productores, empresarios y consumidores”.

3. 1 Tipo y lugar de estudio

En Colombia la explotacion porcicola tecnificada se encuentra dividida por
regiones una de ellas es la regidon central que incluye los departamentos de
Cundinamarca, Boyaca, Meta y Tolima que representa el 22.92% de la
produccion nacional, ocupando el tercer lugar, precedida por la regidn
Antioquia (35.55%) y la region occidental (27.93%) (33).

El departamento del Tolima cuenta con 47 municipios, de los cuales 13 fueron
objeto de este estudio. Segun el Instituto colombiano Agustin Codazzi (IGAC)
la temperatura minima es de 15,4 °C y maxima de 29,1 °C, la humedad

relativa fluctua entre 61% y 87% vy las alturas de los municipios van desde 238
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msnm a 2270 msnm, parametros que se discutiran mas adelante, asociados a

la presencia de L. monocytogenes.

Este estudio fué de tipo descriptivo. Se llevé a cabo en 13 municipios del
departamento del Tolima, seleccionados segun los criterios de volumen de
comercializacion y poblacién reconocida como consumidora tradicional de
derivados carnicos de origen porcino. En reunién con el INVIMA y Secretaria
de Salud Departamental, se definieron los siguientes municipios: Armero
Guayabal, Cajamarca, Chaparral, Espinal, Guamo, lIbagué, Lérida, Libano,

Mariquita, Prado, Purificacion, Venadillo y Villahermosa (Figura 3).

AlL msem] T, °C [H.R.%
Cajamarca 1895 | 15 | 85
Chaparral 854 24 | 72
Espinal 323 29 60
lbagué 1225 24 | 24

Guamo 321 26 | 714 |
Villahermosa 2200 18 | 90
Lérida | | 366 26 | 73
Libano . 1565 20 | 74
Mariguita 495 27 70
Venadille 348 26 74
prado [l 321 26 | 74
Purificacién 328 26 74

ArmeroGuayabal | 532 | 26 | 77 |

]

Figura 3. Descripcion geografica de los municipios del departamento del Tolima
(modificado del IGAC)
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3. 2 Encuesta

Una vez seleccionados los municipios del estudio se aplicé una encuesta pre-
codificada (Anexo 1) con el fin de identificar el tipo de establecimiento dedicado
a la produccién y/o comercializacion de derivados carnicos porcinos, asi como

el tipo de derivados comercializados en el departamento del Tolima.

La encuesta se aplicd entre Junio de 2009 y Agosto de 2010 (14 meses). Se
realizaron un total de 207 encuestas, que se distribuyeron en: plantas de
derivados carnicos, salsamentarias, expendio de carne con derivado, expendio
de carne sin derivado y expendio de derivados artesanales. En la encuesta se
realizaron preguntas que permitieron evaluar los siguientes parametros: [)
Condiciones higiénico-sanitarias; Il) Calidad del agua; Ill) Limpieza y
desinfeccion de superficies y utensilios ¢cada cuanto? y ¢con qué?; IV)
Temperatura de almacenamiento; V) Control de plagas y VI) Condiciones

ambientales.

3. 3 Tamano de muestra

Para determinar el numero de muestras representativas necesarias, en este
estudio se empled el programa estadistico tamafo de muestra 1.5, con una
prevalencia esperada del 14% y un error esperado del 5% (27, 178). El
programa arrojo un total de 377 muestras de derivados carnicos, materias
primas y ambientes para tomarlos en 120 establecimientos y 5 plantas de
proceso. El numero de muestras incluidas en cada punto se tomé a través de
un muestreo estratificado simple, basado en el volumen semanal de

comercializacién de derivados porcinos objeto de este estudio (Tabla 6)
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Tabla 6. Distribucién de muestras por municipio.

Municipio No. Establecimiento No. Muestras
Armero- Guayabal 4 8
Cajamarca 2 4
Chaparral 5 31
Espinal 10 39
Guamo 6 7
Ibagué 70 208
Lérida 3 17
Libano 5 16
Mariquita 4 24
Prado 2 4
Purificaciéon 9 11
Venadillo 4 6
Villahermosa 1 2
Total 125 377

Las muestras colectadas se clasificaron y se codificaron de acuerdo al origen
(Municipio y tipo de establecimiento), materia prima, tipo de derivado (chorizo,
longaniza, jamon, salchicha, salchichén, rellena y mortadela), superficies
(sifones, cortinas, canastas, refrigerador y mesones), utensilios (bandejas,
cuchillos y chairas) y otros como muestra de materia fecal de manipuladores.
En la tabla 7 se resume la distribucion de las muestras. Es importante aclarar
que las muestras variaron en funcién de los productos comercializados en cada
punto, en el caso de las muestras de manipuladores estas se tomaron en las
plantas procesadoras de derivados carnicos y en las salsamentarias donde se

permitio recolectar esta muestra.

Para el caso de derivados carnicos y materia prima se tomaron muestras de
500 g, provenientes del mismo lote. Los utensilios que se muestrearon
incluyeron: cuchillos, chairas, bandejas; las muestras se tomaron siguiendo el
protocolo descrito en el anexo 2. Los equipos se muestreados

fundamentalmente en plantas de derivados y salsamentarias, incluyeron:
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tajadora, cutter, neveras y basculas. Adicionalmente, se tomaron muestras de
superficies de contacto directo como: mesones, tablas, canastas, asi como
superficies de no contacto que incluyeron: cortinas, sifones, pisos. El criterio de

seleccién de estos lugares se baso en estudios previos (16)
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icipios

Tabla 7. Distribucién de muestras por productos en mun
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3. 4 Muestreo

Partiendo de los datos antes mencionados, se realizd6 el muestreo
correspondiente en los establecimientos seleccionados. Las muestras se tomaron
bajo condiciones asépticas y se conservaron en refrigeracion hasta su
procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia, del Grupo GEBIUT de la
Facultad de Ciencias Basicas de la Universidad del Tolima, para realizar la

identificacion microbioldgica de L. monocytogenes (Anexo 2).

3. 5 Analisis de muestras

Con el fin de aislar L. monocytogenes se empledé el método horizontal de
deteccion ISO 11290-1. Se pesaron 25 gramos de la muestra y se adicionaron a
225 ml de Caldo FRASER (semi) ©Merck. Se incubo durante 24 £ 2 h a 30°C.
Posteriormente se realiz6 un enriquecimiento secundario tomando 0.1 ml de
cultivo y se adicioné en 10 ml de caldo Fraser completo ©Merck y se incubd a
37°C durante 48 + 2 h. Terminado este periodo se realizé un aislamiento en Agar
base PALCAM OXOID y Agar Ottaviani-Agosti ©Merck con incubacién a 37°C
durante 48 + 2 h. Las colonias presuntivas de L. monocytogenes se inocularon
en Agar TSAYE, se incubaron a 37°C entre 18y 24 h.

A las colonias aisladas se les realizaron las pruebas de catalasa, Gram e
iluminacion de Henry para determinar presuntivamente el género y especie. Para
confirmar la especie “monocytogenes” se realizaron las pruebas de hemodlisis,
fermentacién de azucares y test de Camp (179-181). Como control positivo se
utilizé la cepa de L. monocytogenes (ATCC 19115).
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Los aislamientos presuntivos para L. monocytogenes fueron trasladados al
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Pontificia Universidad Javeriana,
donde se crioconservaron en glicerol al 10% (v/v) y -20°C para la formacion de un
Banco de Células Primario (BCP), con el fin de realizar su identificacion

molecular (182).

3. 6 Extraccion de ADN

Los aislamientos provenientes del BCP, se cultivaron en caldo BHI suplementado
con 0,5% (p/v) de glucosa, durante 24 horas a 37°C y 140 rpm. Se tom6 1 ml de
este cultivo y se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm en centrifuga SIGMA 3-
18K. Para la extraccion del DNA gendmico, se usé el kit Pure LinkTMGenomic
DNA. Purification Kit (Invitrogen), siguiendo las indicaciones de la casa
comercial. La cuantificacion del DNA se realizé usando el NanoDrop 2000c
Thermo Scientific a 260 nm, 280 nm, 320 nm.

3. 7 Identificacion molecular de género y especie (L.
monocytogenes y L. ivanovii)

Para la identificacion molecular de género “Listeria” y la especie
“‘monocytogenes”, se empled la técnica de PCR descrita por Bansal (183);
Burbano (184); Poutou (178). Se amplificé un fragmento de 936 pb, donde se
usaron dos iniciadores (L1 y U1), correspondientes a la subunidad RNA 16s y un
juego de iniciadores (LF y LR) que amplifican una banda de 750 pb del gen hylA
(listeriolisina O) especifica de la especie (Tabla 8). El volumen utilizado en la
reaccion fue de 35 pl conteniendo tampdén de PCR 1X; 2,5 yl de MgCly; 0,2 mM
de cada dNTP; 20 pmol de cada iniciador, 2U de GotagFlexi DNApol
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(PROMEGA) y 5 yl de ADN genomico (~100ng). En la tabla 8 se presentan los

primers empleados para desarrollar esta metodologia.

Tabla 8. Juego de primer empleados en la identificacion género y especie

de Listeria.

Condiciones de

amplificaciones
Talla P

Juegode  gecyencia Secuencia partida en caliente; e
: sentido antisentido producto (detalles del ciclo) Especificidad Ref.
Primers (pb)
numeros de ciclos;
extension final
CTCCATAA
CAGCMGCCG Género (16S

L1/U1v AGGTGACC 938

oT CGGTAATWC 95°C x 17 (94°C x rDNA)

30s, 51°C x 20s, 72°C 178, 183

CAAACGTT TCCAGAGTG X 308) 40 72°C x 8
LF/LRV AACAACGC ATCGATGTTA 750 Especie (hlyA)

AGTA A

Condiciones de las electroforesis ¥:1% (p/v) gel de agarosa gel en tampon TAE 1X (40mM Tris-acetate, 1mM EDTA
pH 8.0 + 0.2), 120 volts, 1h. Los marcadores de talla molecular utilizados fueron el 100bp Ladder y el A DNA-Hindlll
(Promega). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (5 mg/ml).

En la identificacion de L. ivanovii el volumen final de la reaccion es 25 ul. En 100
ng de cada primer (Tabla 9), 200 yM de cada dNTPs, 1,5 mM MgCl,, buffer de
PCR 1X, 50 ng de DNA y 1,5 U Taq polimerasa (185).
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Tabla 9. Juego de primer empleados en la identificacion de la especie L.

ivanovii.
Condiciones de
Talla amplificaciones
Juego de Secuencia Secuencia partida en caliente;
. . . . producto . Ref.
Primers sentido antisentido (pb) (detalles del ciclo)
numeros de ciclos;
extension final
CTACTC
val AAG CGC
AAG CGG
CAC 35 ciclos (95°C x 15s,
1100 pb 62°C x 30s, 72°C x 50s) 185
TTA TAC GCG
Lis1B ACC GAA
GCC AAC

Condiciones de las electroforesis: 1% (p/v) gel de agarosa gel en tampon TAE 1X (40mM Tris-acetate, TmM EDTA pH
8.0 £ 0.2), 120 volts, 1h. Los marcadores de talla molecular utilizados fueron el 1000pb Ladder y el A DNA-Hindlll
(Promega). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (5 mg/ml).

3. 8 Serotipificacion molecular de L. monocytogenes

La serotipificacion de las cepas positivas de L. monocytogenes se realizd
mediante una PCR, empleando los iniciadores D1 y D2. Segun su tamano de
amplificacion se clasificd el linaje, consecutivamente asignando la serovariedad
(38, 94, 186). El procedimiento llevado a cabo se explica en la figura 4. En la

tabla 10 se muestran los primers utilizados en la serotipificacion.

El iniciador D1 amplifica una banda de 214 pb. De revelarse la banda el
aislamiento puede pertenecer al linaje | (serovariedades 1/2b, 3b, 4b, 4d y 4e) y
linaje Il (serovariedades 4a y 4c). La muestra se corre con el primer GLT, si
amplifica corresponde a las serovariedades 1/2b o 3b, de no evidenciarse la
banda el aislamiento se enfrenta con el primer MAMA-C (268 pb), al generar
producto de 268 pb se infiere que la serovariedades que corresponden son 4a 6
4c, de no hacerse evidente se infiere que la serovariedad a la cual corresponde
es 4b o0 4d o 4e (Tabla 10).
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El juego de primers D2 (140 pb) registra cepas pertenecientes al linaje Il
(serovariedades 1/2a, 1/2c, 3a, 3c) de existir amplificacion se corren con el juego
de primer FlaA; generando una banda de 538 pb caracteristica de los serotipos
1/2a y 3a, la no presencia de banda corresponde a los serotipos 1/2c o 3C
(Figura 4).

Listeria monocytogenes

D1
214 pb

Linaje Il
{4a, 4c)

Linaje 11
{1/2a 6 3a
112c 6 3c)

GLT l
(438 pb)
/\ flaA
(538 pb)

NO
amplifica

{4a, 4b, d¢,
dd, 4e)

sl
amplifica
{142 & 3b)

|
amplifica
(1/2a & 3a)

NO

amplifica
(172c & 3c)

MAMA-C
(268 pb)

NO

amplifica
(4b, 4d & 4e)

Sl
amplifica
{d4a & 4c)

Figura 4. Esquema de identificacion serotipos de L. monocytogenes, modificado
de Borucki & Call, 2003 (94).
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Tabla 10. Juegos de “primers” empleados serotipificacion molecular de L.

monocytogenes.
Juego . . Talla - e
Secuencia Secuencia Condiciones de amplificaciones -
de . . . producto . . Especificidad
. sentido antisentido partida en caliente; (detalles del
Primers (pb) . -
CiclO) nameros de ciclos; €xtension final
D1* CGATATTTT TTGCTCCA 95°C x 3"; (95°C x 30s; 59°C x 30s; R
214 o , o , Division 1 o I

ATCTACTTT AAGCAGGG 72°C x17) 25, 72°C x 10
GTCA CAT

D2* GCGGAGAA TTGTTCAAA 95°C x 3"; (95°C x 30s; 59°C x 30s; N

140 o , o , Division Il

AGCTATCG  CATAGGG 72°C x17) 25, 72°C x 10
CA CTA

FlaAs TTACTAGAT AAGAAAAG 538 95°C x 3"; (95°C x 30s, 54°C x 30s;  Serotipos 2a y
CAAACTGC  CCCCTCGT 72°C x17) 25, 72°C x 10° 3a
TCC CcC

GLT# AAAGTGAG AATTAGGA 483 95°C x 3"; (95°C x 30s, 45°C x 30s;  Serotipos b vy
TTCTTACG AATCGACC 72°C x17) 25, 72°C x 10° 3b
AGATTT TTCT

MAMA- CAGTTGCA  GTAAGTCT 068 95°C x 10"; (95°C x 30s, 55°C x 1°, Serotipos 4a y

c* AGCGCTTG CCGAGGTT 72°C x17) 40; 72°C x 10° 4c
GAGT GCAA

-
Condiciones de las electroforesis. *: 2% (p/v) gel de agarosa en tampén TAE 1X. : 1.2 (p/v) gel de agarosa en tampoén

TAE 1X. Los marcadores de talla molecular utilizados fueron el 100bp Ladder y el 2 DNA-Hindlll (Promega). Los geles
fueron tefiidos con bromuro de etidio (5 mg/ml).

3. 9 Tolerancia a desinfectantes

Para el estudio in vitro de desinfectantes se utilizé Alquil Dimetil Bencil Cloruro de
Amonio (ADCA) a diferentes concentraciones (v/v): 0,5%; 2,0% y 3,0% (v/v). De
la misma manera, se utilizé el acido peracético (AP) a las concentraciones (v/v)
de 0,5% y 1,0% (v/v). Los tiempos de contacto fueron 5 y 15 minutos
respectivamente, utilizandose la prueba de tolerancia a desinfectantes descrita
en la Norma Técnica Colombiana-5150 (187).
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3.10 Susceptibilidad antimicrobiana

Se evaluaron todos los aislamientos mediante la técnica de microdilucion en
caldo (MicroScan System) segun lineamientos de Clinical Laboratory Standards
Institute (104) para la determinacion de susceptibilidad antimicrobiana de Listeria
spp. y L. monocytogenes. A partir de un cultivo puro se realizé una suspension
celular equivalente al tubo 0,5 en la escala de McFarland en sangre lisada de
caballo, esta suspensiéon fue inoculada en el panel de MICroSTREP plus®3 de
SIEMENS, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los paneles fueron
incubados a 35°C durante 24h, para su lectura. Los resultados se analizaron
empleando el programa Whonet 5.6 (2010), para obtener la estadistica
descriptiva (186).

3.11 Estadistica

Se realizé un a como tipo de establecimiento, calidad de agua, proceso de
limpieza y desinfeccidn, material zona de trabajo y tipo de cadena de frio. Para la
determinaciéon de la prevalencia de L. monocytogenes se utilizé la siguiente
férmula: (188)

No. Casos prevalentes x 100
Prevalencia: (1) No. Poblacion muestreada (189, 190)
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4. RESULTADOS

En la primera etapa de este estudio se aplicaron encuestas con el fin de conocer
el estado actual de las condiciones higiénicas sanitarias de los eslabones de
transformacién y comercializacién de la cadena porcina, en el departamento del

Tolima.

Dentro de Ilos trece municipios seleccionados se encuestaron 207
establecimientos entre plantas de procesos y expendios de carne porcina con sus
derivados, como resultado de las encuestas realizadas se encontré que en estos
establecimientos se comercializaron mensualmente 1.868 canales de cerdo y

1056 se registraron en las plantas de beneficio, para el mismo periodo.

En Ibagué, se observé que se distribuyen cerca de 350 canales/semana, de las
cuales la planta de beneficio y el distribuidor autorizado aportan el 32% de las
canales comercializadas. El 59% de estas canales ingresan de otros
departamentos y el 9% restante pertenece al comercio ilegal, factor de riesgo que
puede afectar la inocuidad de la carne al no tener controles sanitarios
establecidos. En este municipio se encontraron la totalidad de las plantas de
proceso evaluadas, , inicialmente la encuesta establecié que existian 7 plantas
procesadoras. No obstante al momento del muestreo solo se encontraron activas
cinco plantas. El cierre de dos plantas se debio por un lado a la crisis por la gripa
AH1N1 que impacté de manera negativa el comercio de productos porcicolas; y
por el otro el INVIMA sell6 los establecimientos por no cumplir con los minimos

de la reglamentacién

51



Encuestas

Inicialmente en el estudio se realizaron las encuestas en los 13 municipios
seleccionados los cuales se distribuyeron en 43 expendios de derivados
artesanales, 35 salsamentarias, 66 expendios de derivados carnicos de origen
porcino, 56 expendios que soOlo comercializan carne de cerdo y 7 plantas de

proceso, para un total de 207 encuestas realizadas (Figura 5).

El municipio con mayor numero de expendios fue Ibagué, dato que era de
esperarse por ser la capital del departamento y tener el mayor numero de
habitantes (532.034) DANE, 2005.

3%
B Exp. Derivado artesanal B Salsamentaria
Exp. Carne con derivado Exp. Carne sin derivado

Figura 5. Distribucion de establecimentos encuestados en cadena de
comercializacion.

Los tipos de establecimientos encontrados y el numero de establecimientos
variaron segun el municipio (Figura 6). EI municipio con mayor presencia de
establecimientos comerciales fue Ibagué, donde se evidencié que los lugares
mas frecuentes de comercializacion fueron: expendios de carne con

comercializacion de derivados, expendios de carne sin comercializacion de
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derivados y salsamentarias. Seguido por los municipios de Purificacién y Espinal,
donde la distribucion de lugares de comercializacion fue similar a la obtenida en
el municipio de Ibagué. En el resto de municipios variaron entre tipos de
establecimientos (Figura 6). La mayoria de los establecimientos encuestados se
localizan en plazas de mercado, donde los productos comercializados son en su

mayoria elaborados artesanalmente, factor que puede afectar su inocuidad.

70
60 ® Expendio carne sin
50 derivado
40 ¥ Expendio carne
derivado
30
20 ®Salsamentaria
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Figura 6. Tipos y numero de establecimientos encontrados por municipio del
departamento del Tolima

Productos
De acuerdo a los datos obtenidos, se encontré6 que los productos con mayor

comercializacion en su orden son: chorizo (34%), rellena (26%), longaniza (17%),
salchichon (9%), jamon (7%), salchichas (7%) (Figura 7).
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H.Jamoén H Chonzo T Longaniza
HRellena T Salchichén M Salchicha

Figura 7. Derivados carnicos de origen porcino comercializados en
establecimentos del departamento del Tolima.

Limpieza y desinfeccion

De acuerdo con los resultados de la encuesta, se encontré que el 77% de los
establecimientos realizan procesos de limpieza y desinfeccion en sus
instalaciones, el 22 % no realizan este proceso y no se obtuvieron datos para el
1% restante (Figura 8). Solo el 3% de los encuestados tienen documentacion de
este prerrequisito. De las personas que dicen realizar procesos de desinfeccion,
realmente solo el 46% de las industrias realizan una desinfeccion 6ptima. De
estos el 42% usa como principal agente desinfectante el hipoclorito de sodio y el
4% emplea otro tipo de desinfectantes como acido acético, acido citrico y
amonios cuaternarios entre otros. El 54% realiza limpieza y desinfeccién
ineficiente esto se debe a que parte de los encuestados asumen que los jabones

y detergentes empleados por ellos tienen efecto desinfectante.
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Figura 8. Porcentaje de realizaciéon de procesos de limpieza y desinfeccién en los
establecimientos y fabricas de proceso de la cadena porcina del departamento del
Tolima.

La situacion actual se debe al desconocimiento de los protocolos de limpieza y
desinfeccion por falta de capacitacion del personal. Los manipuladores de
alimentos no tienen clara la funcién de los detergentes ni de los desinfectantes en
la limpieza de los lugares de trabajo. Situacion que es aun mas critica en el caso

de la comercializacién informal.

En la figura 9 se muestran los diferentes sustancias empleadas en limpieza y
desinfeccion empleados en los establecimientos encuestados. Las barras de
color azul claro denotan las formas de desinfeccion asociados con el uso del
hipoclorito. La barra morada corresponde a los otros tipos de desinfectantes
como acido aceético, acido citrico y amonios cuaternarios, entre otros. Las barras
azules oscuras agrupan los diferentes detergentes empleados durante la
limpieza. La barra de color gris agrupa los establecimientos que no usan ningun

tipo de agente limpiador ni desinfectante (Figura 9).
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éCon que realizan el proceso de limpieza y desinfeccion?

29,10% 28,20%
30,00% i
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20,00%
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10,00%

5,00% 1,70% 0,90% 0,90%

0,00%

Figura 9. Tipo de sustancias empleadas en los establecimientos que realizan
proceso de limpieza y desinfeccion.

En cuanto a los procesos de limpieza y desinfeccion diaria solo el 52% de las
personas encuestadas cumple con este requerimiento, el 39% realiza limpieza y
desinfeccion semanal mente y el 29% no realiza con ninguna periodicidad este
proceso lo que revela el incumplimiento a lo establecido en el articulo 29 del
Capitulo 6 del decreto 3075 de 1997, el cual hace énfasis en que “Cada
establecimiento debe tener por escrito todos los procedimientos, incluyendo los
agentes y sustancias utilizadas asi como las concentraciones o formas de uso y
los equipos e implementos requeridos para efectuar las operaciones, periodicidad
de limpieza y desinfeccion” (191). De los encuestados que dicen realizar los

procesos de limpieza y desinfeccion el 90% no llevan registro escrito sobre el tipo
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de procedimiento realizado, desinfectante empleado (recambio) y tiempo de

contacto.

Cadena de frio

Al preguntar a los encuestados sobre el uso de cadena de frio en los procesos de
almacenamiento de productos, el 60% dijo contar con sistemas de frio. Sin
embargo, durante la encuesta se tomo la temperatura en cada uno de los sitios
encuestados, donde se pudo comprobar que solo el 8% cumple con lo
establecido en el decreto 3075 (Temperatura 0-4°C) (Tabla 11) (Figura 10).

Se encontrd que el 52% de los establecimientos comercializadores decian tener
el alimento bajo condiciones de refrigeracién pero al medir la temperatura esta
estaba en un rango de 5-16 °C, demostrando que las condiciones de

almacenamiento no son las adecuadas durante la cadena de frio.

El 40% de los encuestados dijo no almacenar los alimentos en frio, lo que supone
que los productos se encuentran expuestos a temperatura ambiente, como se
menciond previamente la mayoria de los municipios incluidos en el estudio se
encuentran en climas calidos, favoreciendo el desarrollo acelerado de los

microorganismos, disminuyendo la vida util de los productos comercializados.

El 92 % de los encuestados, incumple con el Articulo 19 de la resolucién 4282,
por la cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios y de
inocuidad de la carne y productos carnicos comestibles de la especie porcina
destinada para el consumo humano y las disposiciones para su beneficio,
desposte, almacenamiento, comercializacion y expendio. EI cual especifica que
“Los alimentos que por su naturaleza permiten un rapido crecimiento de

microorganismos indeseables, particularmente los de mayor riesgo en salud
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publica deben mantenerse en condiciones que se evite su proliferacion. Para el
cumplimiento de este requisito deberan adoptarse medidas efectivas como:

- Mantener los alimentos a temperaturas de refrigeracion no mayores de 4°C.”
(192).

1% 2%,

1%

®No tiene Congelacién H Refrigeracién

Figura 10. Tipos de equipos usados en la industria carnica del departamento del
Tolima.
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Tabla 11. Relaciéon entre la temperatura registrada en el refrigerador y el

numero de establecimientos evaluados (frecuencia).

T° Refrigeracion (°C)  Frecuencia Porcentaje*

2 1 1%
3 1%
4 7 6%
5 23 19%
6 16 13%
7 7 6%
8 15 12%
9 3 2%
10 6 5%
11 2 2%
12 10 8%
13 4 3%
14 17 14%
15 8 7%
16 4 3%

*Este porcentaje se toma de la totalidad de establecimientos a los cuales se les registro la

temperatura.

Se observd que el 78% de los encuestados certifican capacitacion en
manipuladores, asumiendo que tienen conocimiento en Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), aspecto que no se ve reflejado en los programas de

saneamiento descritos anteriormente.

Muestreo

Como se menciond previamente, se realizaron 207 encuestas, sin embargo en el
momento del muestreo solo se realizaron en 125 lugares, debido a: dificultad en

obtener muestras en los establecimientos, cierre de algunos establecimientos por
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parte del INVIMA o la Secretaria de Salud por fallas en higiene, cierres del

negocio por parte del duefio. Cada lugar se muestreo una sola vez.

Se colectaron muestras de: rellena (53), chorizo (59), longaniza (47), salchicha
(26), jamon (17), mortadela (1), salchichén (2), materia prima (26), utensilios (35),
superficies (37), equipos (38) y otros (36) (Tabla 7).

Analisis microbiolégicos

De las 377 muestras analizadas, se obtuvieron 62 aislamientos positivos para

Listeria monocytogenes

PCR identificacion género y especie

En la figura 11 se observan los aislamientos que por PCR dieron positivo para L.

monocytogenes, donde solo 5 aislamientos correspondieron a esta especie

(Figura 11) para un prevalencia de 1,3%; dos aislamientos correspondieron a L.

ivanovii (0,5% ) y las 55 cepas restantes correspondieron al género Listeria (para

este trabajo no se identificaron las otras especies) (Tabla 12) .
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Figura 11. Gel de agarosa en electroforesis. Producto de PCR multiple de género
Listeria spp. (Banda sencilla de 750 pb) y especie L. monocytogenes (doble banda
de 938 pb). Aislamientos de Listeria spp en carriles 1, 9; de L. monocytogenes en
carriles 2, 3, 4, 7 y 8; en el carril 5 estd el marcador de talla molecular de 1000 bp ADN

Ladder (PROMEGA) y el carril 6 es el control negativo.
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Tabla 12. Prevalencia de L. monocytogenes, Listeria spp., y L. ivanovii en
materia prima, derivados carnicos, ambientes y otros, aislados en la cadena

porcicola del departamento de Tolima.

Aislamiento de:

Numero
Muestra de Listeria spp L. monocytogenes. L. ivanovii
muestras N° (%) N° (%) N° (%)
Materia prima 26 8 (2,12) 2 (0,53) - -
Longaniza 47 19 (5,04) - - -
Chorizo 59 8 (2,12) - 1 (0,27)
Derivados Jamén 17 2 (0,53) - - -
carnico Salchicha 26 1 (0,27) - - -
Rellena 53 - - - - -
Mortadela 1 - - - - -
Superficies 37 7 (1,86) 1 (0,27) 1 (0,27)
Ambientes Equipos 38 5 (1,32) - - -
Utensilios 35 4 (1,06) 1 (0,27) - -
Otros Manipuladores 36 1 (0,27) 1 (0,27) - -
Total 377 55 (14,6) 5 (1,34) 2 (0,53)

La prevalencia de Listeria spp., L. monocytogenes y L. ivanovii, se calculé sobre
el total de muestras colectadas (377) en los establecimientos (expendios,

salsamentarias y plantas de proceso) del departamento del Tolima (Tabla 13).

Del total de muestras presuntivas del género Listeria en este estudio, se aislaron
en su la mayoria de expendios 43/62 (69,3 %), seguido de plantas de proceso
11/62 (17,7 %) y salsamentarias 8/62 (12,9 %) (Tabla 13).

Listeria spp., fue la Unica presente en salsamentarias con una prevalencia de 2,1
%; en expendios presentd valores de 10,1 %; y en plantas de proceso en un
2,4%. Por otra parte L. monocytogenes tuvo una prevalencia de 0,8 % en

expendios y 0,53 % en plantas de proceso. Finalmente L. ivanovii solo se aisl6 de
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expendios con una prevalencia de 0,53 % (Tabla 12, Tabla 13), provenientes del
municipio del Libano, zona donde hay uno numero de granjas productoras de

cerdo.

Tabla 13. Prevalencia de aislamientos de Listeria spp., L. monocytogenes y
L. ivanovii, en establecimientos muestreados en el Departamento del
Tolima.

Listeria spp. L. monocytogenes L. ivanovii
Aislamientos (%) Aislamientos (%) Aislamientos (%)
Salsamentarias 8 (2,1) - - - -
Expendios 38 (10,1) 3 (0.8) 2 (0,53)
Plantas de proceso 9 (2,4) 2 (0,53) - -
Total (377) 55 (14,6) 5 (1,33) 2 (0,53)

Como se evidencia en el Anexo 3 (Tabla de resultados analisis moleculares) el
tipo de producto que mas aislamientos del género Listeria presentd fue la
longaniza con 19 correspondiente al (30,6%), seguido de materia prima con 10
(16,1%), chorizo 9 (14,5 %), jamédn 2 (3,2 %) y salchicha 1(1,6 %). En ambientes
se aislé Listeria principalmente de superficies 9 (14.5%), equipos 5 (8,1 %),
utensilios 5 (8,1 %) y manipulador 2 (3,2 %) (Tabla 14).

Los aislamientos de L. monocytogenes se obtuvieron en tres expendios y dos en
plantas de proceso, de estos cuatro se aislaron en el municipio de Ibagué, se
encontraron en utensilios, superficies y materias primas, el otro se aislé de un

manipulador de alimentos en el municipio de Mariquita (Tabla 13).
Los aislamientos de L. ivanovii se obtuvieron en el municipio del Libano en

muestra de chorizo y superficie de no contacto (sifén), cabe resaltar que estos

aislamientos se hallaron en un mismo expendio (Tabla 14).
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Ibagué fue el municipio con mayor numero de aislamientos del género Listeria
con el 75,8 % (47), seguido de Mariquita 9,7 % (6), Libano con 8,1 % (5), Lérida

4,8% (3) y el Espinal con el 1,6 %.

Tabla 14. Distribucion de las especies del género Listeria aisladas de
diferentes muestras de materia prima, derivados carnicos, ambientes y

otros en el departamento del Tolima.

Aislamiento de:

Muestra L. Listeria spp. L. ivanovii Numero de
monocytogenes Aislamientos
N° (%) N (%) N°® (%) N° (%)

Materia prima 2 (3,22) 8 (12,9) 10 (16,12)
Longaniza - - 19  (30,65) 19  (30,65)
Derivados Chorizo - - 8 (12,9) 1 (1,61) 9  (14,52)
carnico Jamon 2 (3,22) 2 (3,22)
Salchicha - - 1 (1,61) 1 (1,61)
Superficies 1 (1,61) 7 (11,29) 1 (1,61) 9 (14,52)

Ambientes Equipos 5 (8,06) 5 (8,06)
Utensilios 1 (1,61) 4 (6,45) 5  (8,06)

Otros Manipuladores 1 (1,61) 1 (1,61) 2 (3,22)
Total 5 (8,05) 55 (88,71) 2  (3,23) 62  (99,9)

Serotipificacion de L. monocytogenes

Los serotipos de L. monocytogenes encontrados en expendios fueron 4b/4d/4e

provenientes de un utensilio y de un manipulador de alimentos, el otro serotipo

encontrado fue 4a/4c, aislado de superficie de trabajo. En planta de proceso se

observaron los serotipos 4b/4d/4e aislados de materia prima (Tabla 15).
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Tabla 15. Serotipos encontrados en los aislamientos de L. monocytogenes

Aislamiento Serotipos Muestra Establecimiento Origen
L. monocytogenes 4b/4d/4e 2 Expendio Utensilio
L. monocytogenes 4b/4d/4e 7 Planta proceso Materia prima
L. monocytogenes 4b/4d/4e 29 Planta proceso Materia prima
L. monocytogenes 4b/4d/4e 37 Expendio Manipulador
L. monocytogenes 4aldc 42 Expendio Superficie

Tolerancia a desinfectantes de L. monocytogenes

L. monocytogenes en su mayoria presentd tolerancia a los desinfectantes
empleados (Alquil dimetil bencil cloruro de amonio y acido peracético) en
concentraciones y tiempos evaluados. Solo las muestras 29 y 42 fueron sensibles
a concentracion del 3% durante 15 minutos de contacto para el Alquil dimetil

bencil cloruro de amonio (Tabla 16). Esto resultados fueron realizados dos veces.

Tabla 16. Resultados prueba tolerancia a desinfectantes

Alquil dimetil bencil cloruro de Acido peracético

amonio

Aislamiento 0,50% 2,0 % 3,0% 0,50% 1,0%
5 15 5 15 5 15 5 15 5 15

T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T

29 T T T T T S T T T T

37 T T T T T T T T T T

42 T T T T T S T T T T

*T: Tolerante, S: Sensible.
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Susceptibilidad antimicrobiana

Se evaluaron 62 aislamientos.

Los aislamientos de Listeria spp. y L.

monocytogenes presentaron una susceptibilidad del 100% para Ampicilina,

Penicilina, Trimetoprim/Sulfatometoxazol,

Cloranfenicol, Tetraciclina, Vancomicina (Tabla 17).

Azitromicina,

Clindamicina,

Tabla 17. Resultados prueba de susceptibilidad antimicrobiana de los

aislamientos de Listeria spp.y L. monocytogenes.

PUNTOS DE CORTE

AISLAMIENTOS DE

AISLAMIENTOS DE
Listeria monocytogenes

ANTIMICROBIANO (Mg/MI) Listeria SPP. % (#) % (#)

R [ S R [ S R I S
Ampicilina - - <2 - - 100(57) - - 100(5)
Penicilina - - <2 - - 100(57) - - 100(5)
Trimetoprim /
sulfatometoxazol >4/76 1-2 <0,5/9,5 - - 100(57) - - 100(5)
Azitromicina =8 4 <2 - - 100(57) - - 100(5)
Clindamicina 24 1-2 <0,5 - - 100(57) - - 100(5)
Cloranfenicol =232 16 <8 - - 100(57) - - 100(5)
Tetraciclina =216 8 <4 - - 100(57) - - 100(5)
Vancomicina =216 4-8 <2 - - 100(57) - - 100(5)
Amoxicilina 232 4 <8 - - 100(57) - 20(1) 80(4)
Meropenen 216 8 <4 - - 100(57) - 80(4) 20(1)
Rifampicina 24 2 <1 - 2(1)  98(56) - - 100(5)
Eritromicina 28 1-4 <0,5 - 4(2)  96(55) - - 100(5)
Ciprofloxacina 24 2 <1 - 30(17)  70(40) - - 100(5)

Las MIC fueron tomadas de (104)

En la segunda columna se referencian los puntos de corte de las concentraciones
minimas inhibitorias (MIC), empleadas para la lectura de los paneles (MicroScan system)
por cada antibidtico. Nétese (-) el cual indica la no existencia de dato. R: resistente, I:

intermedio, S: susceptible.
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Control y prevencion de L. monocytogenes

Inicialmente se realizd un curso de sensibilizacion a duefios y operarios de la
industria de alimentos del Tolima, enfocado especificamente en el conocimiento
de L. monocytogenes y sus efectos en la industria, también se incluyeron
aspectos fundamentales en el control de estos microorganismos, basados en el
programa de limpieza y desinfeccion.

La recomendacion es disenar estrategias para el control de L. monocytogenes en
plantas procesadoras de derivados carnicos es:

Higiene: Hay que vigilar la calidad de las materias primas e insumos para evitar
la contaminacion cruzada durante la produccion de derivados carnicos de origen
porcino.

Aqua: El agua potable es un requisito indispensable el cual debe ser controlado y
monitoreado.

Capacitacion: Los operarios deben llevar a cabo las estrategias de control de L.
monocytogenes y de otros microorganismos, aplicando Buenas Practicas de
Manufactura y Procedimientos de Operacién Estandar de Saneamiento.
Fabricaciéon: Durante este proceso es importante controlar la temperatura,
humedad relativa y el pH.

Areas de elaboracién: Las instalaciones deben estar separadas las zonas de

manipulacion de materia prima y producto final con el fin de evitar la diseminacion
de L. monocytogenes en planta.

Limpieza y desinfeccion: la aplicacién de estos programas con una rotacién de

desinfectantes evita la presencia de L. monocytogenes.

En cumplimiento de estas estrategias se publicaron 1000 ejemplares de la cartilla
“Control de Listeria monocytogenes, de la planta de proceso a la mesa”, su
contenido incluye los siguientes temas:

e Descripcion de la cadena porcina en el Tolima.
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Enfermedades transmitidas por alimentos ETA, definicion,
clasificacion y ETA asociadas al consumo de derivados carnicos
porcinos.
L. monocytogenes generalidades, ingreso a cadena alimenticia,
ciclo y factores de virulencia.
Control de ETA.

= Normativa

» Programas de control
Plan estratégico de control

» Procedimientos  Operativos  Estandarizados de

Saneamiento.

* Programa de Limpieza y desinfeccion.

EL CONTROL DE

Listeria monocytogenes, |
DE LA PLANTA DE
PROCESO A LA MESA

1
II
A

B0
% GEBIU =227 I

Figura 12. Portada Cartilla.
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La socializacién se realizé en el marco del | seminario de Salmonella y Listeria en
la cadena porcina, evento desarrollado en la Universidad del Tolima el 10 de
mayo de 2011, al cual asistieron aproximadamente 500 personas, entre ellas
productores, fabricantes, comercializadores del departamento y comunidad
universitaria. En este seminario se mostraron los resultados de los proyectos
incluyendo los preliminares de éste estudio (Figura 13). Donde se habl6 del
riesgo de contaminacion y control de L. monocytogenes en la cadena porcicola

del departamento del Tolima, en la que también se entregaron las cartillas

educativas mencionadas anteriormente.

Figura 13. Registro fotografico, | Seminario Nacional de Salmonella y Listeria en la
cadena porcina de Tolima.
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DISCUSION

De acuerdo a las directrices del CONPES-3458 del 2007, tendientes a solucionar
problemas relacionados entre otros con la inocuidad y las condiciones sanitarias
de las plantas de proceso de carne y sus derivados (30), se realizo este trabajo
con el fin de conocer, mantener y/o mejorar las condiciones sanitarias en
eslabones tales como produccion y comercializacion de la cadena porcina, para
lograr la admisibilidad en los mercados de interés, el fortalecimiento de la salud
publica y el mejoramiento de la competitividad de las cadenas (192) en el

departamento del Tolima.

Es por lo anterior que en la fase inicial se realiz6 el diagndstico de la condicion
higiénica sanitaria, volumen de produccion y comercializacion de los derivados
carnicos de origen porcino en el departamento del Tolima, con la aplicacion de la
encuesta en plantas de proceso y en establecimientos que comercializan
derivados céarnicos. Como resultado de las encuestas realizadas se encontrd
que en estos establecimientos se comercializaron mensualmente 1.868 canales
de cerdo. Al relacionar este dato con las 1056 cabezas que registraron las
plantas de beneficio, para el mismo periodo, se evidencia una diferencia que
corresponde al beneficio ilegal y/o el ingreso de cerdos beneficiados de otras

regiones, que representa el 46% de este comercio.

El significativo volumen de carne de origen porcino que se comercializa sin
cumplir los estandares higiénicos sanitarios establecidos en la resolucion 4282
de 2007, que reglamenta el decreto 1500, atenta contra la salud humana,

afectando a los porcicultores por la competencia desleal y generando un riesgo
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para el consumidor. En cumplimiento de la ley 92 de 1979 y el decreto 2278 de
1982, el sacrificio de porcinos debe realizarse en un beneficiadero que cumpla
los requisitos higiénicos sanitarios exigidos por la ley. Con el decreto 1828 de
junio 9 del 2006 el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, cre6 la comision
nacional intersectorial para la coordinacion y orientacidon del sacrificio de
porcinos. La cual se encarga en apoyar, evaluar y promover la normativa en
inspeccion, vigilancia y control del sacrificio porcino de territorio nacional (192,
193), este trabajo estableci6 que a pesar de existir una serie de
reglamentaciones para la vigilancia en el beneficio, procesamiento y
comercializacion de carne porcina y sus derivados, existe una falta de
conocimiento por parte de los procesadores, asi como una falta de vigilancia por
parte de los entes gubernamentales encargados de la vigilancia, aspecto que

afecta la inocuidad de estos productos .

La evaluacién de la presencia L. monocytogenes a partir de muestras de materia
prima, derivados carnicos, ambientes, superficies y de manipuladores en la
industria alimentaria, en especial la cadena de produccién porcina, constituye una
necesidad de primer orden que debe ser resuelta para evaluar el grado y origen
de contaminacién relacionada con las condiciones higiénico sanitarias de plantas
y expendios que permiten su diseminacion. Esta evaluacion se convierte en un
aporte de relevante importancia en la industria de alimentos y a nivel de salud
publica, pues el conocimiento de la dinamica de esta bacteria en la industria
carnica, permite generar planes estratégicos para su control y reduccion de tal
manera que se pueda garantizar la inocuidad del derivado carnico de origen
porcino (26, 27).

En éste sentido, el estudio molecular mostré ser una herramienta apropiada para

la confirmacion de la presencia de L. monocytogenes en los aislamientos

71



obtenidos por meétodos convencionales, en derivados carnicos porcinos
(longaniza, chorizo, rellena, jamon, salchicha y salchichon), ambientes y
manipuladores. El estudio molecular también permitié discriminar los otros
aislamientos como L. ivanovii y Listeria spp., que de acuerdo a los resultados
preliminares por métodos convencionales se habian identificado como L
monocytogenes (39, 45, 55, 94), con mayor frecuencia se observa en la literatura
que el método microbiolégico no presenta la discriminacion para diferenciar entre
las especies de este género, como las pruebas bioquimicas no pueden distinguir
claramente entre L. monocytogenes y L. innocua, como por ejemplo en cepas
con una hemolisis débil. Caso contrario con las pruebas moleculares, ya que
tienen una alta especificidad otorgada por los primers empleados que pueden ser
cercanos al 100%, de ahi la importancia de realizar una confirmacion por estas

técnicas (178).

En cuanto a la confirmacion de los aislamiento presuntivos por métodos
convencionales de L. monocytogenes, L. ivanovii y Listeria spp, Poutou y
colaboradores 2005, postulan que la PCR tiene ventaja sobre el método
convencional porque permite obtener resultados en menor tiempo, y ademas
porque la PCR se basa en diferencias dentro del genoma y no en la expresion de
ciertos factores antigénicos o enzimas que son menos estables y que pueden ser
causa de las inconformidades encontradas en la respuestas de Listeria frente a

las pruebas bioquimicas clasicas (178).

De otro lado, teniendo en cuenta que para el aislamiento e identificacion de
Listeria a partir de un alimento por el método convencional se requiere un periodo
de 5 a 10 dias si se desea diferenciar Listeria spp. de L. monocytogenes, Torres y
colaboradores 2005, afirman que el método molecular es una herramienta que

brinda multiples ventajas entre las cuales esta la de poder realizar un diagnéstico
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en menor tiempo (29 horas y 40 minutos) (8), facilita el analisis de un numero
mayor de muestras para monitorear todas las etapas del proceso de produccion,
evita la presuncion de resultados falsos positivos o negativos que pueden

presentarse por diferentes factores en el método convencional.

Torres y colaboradores 2004, realizaron la validacion de la PCR para la deteccion
de L. monocytogenes y concluyeron que esta técnica es altamente especifica y
sensible en la medida que permitié determinar el género y la especie obteniendo
productos de amplificacion de 938 pb y 750 pb con los juegos de primer LI1-U1 y
LF-LR, respectivamente, confirmando la viabilidad de este protocolo en el control

de calidad de carnes cruda de res y de pollo (194).

Otra aplicacién de las técnicas moleculares que ha sido bien estudiada en los
ultimos afnos por Zhang y colaboradores 2004 y Doumith y colaboradores 2004,
donde las herramientas filogenéticas basadas en el anadlisis comparativo del
DNAr 16S y 23S, iap, prs, vcIB y Idh entre otros, permiten inferir la evolucion de
las serovariedades y los diferentes linajes de L monocytogenes (195, 14). Otra
importancia del estudio molecular es permitir discriminar L. monocytogenes de las
otras especies que pertenecen al género Listeria como lo proponen Buchrieser y
colaboradores 2011, Kovacevi y colaboradores 2012 y Murphy y colaboradores
2007 (196, 197, 198).

Es asi como en este estudio se evidencio la prevalencia para L. monocytogenes
en materia prima del 8% (2/26), seguido por utensilios (1/35) y superficies (1/37)
con el 3% cada uno, finalmente en muestras de heces de manipulador de
alimentos (1/36) 3%, para un total (5/377), correspondiente al 1.3% del total de

las muestras analizadas. Este valor es bajo al comparar estos resultados con los

73



reportados por Vera y colaboradores 2006, en el estudio realizado por la
Secretaria de Salud de Bogota donde encontraron la prevalencia de 11.2 % en
diferentes derivados carnicos procesados para el consumo en los tres afios del
estudio (2001 al 2004), en 1611 muestras analizadas (27). Los datos obtenidos
siguen siendo bajos comparado con los resultados de Gamboa y colaboradores
2012, donde la prevalencia de L. monocytogenes en carne fresca de 46,2%, en
salchicha de 8,7%, en jamén de 6,5%, y en chorizo de 5,5% (28), las razones que
pueden estar asociada a esta baja prevalencia incluyen: la mayoria de productos
analizados si bien era derivados carnicos, eran crudos donde las cargas
microbianas acompanantes podian haber inhibido la presencia de este patdgeno,
la mayoria de los productos estaban por fuera de refrigeracion lo que favorece el
crecimiento de estos microorganismos, un posible exceso de nitritos que puede
inhibir a listeria asociado a fallas en los procesos de estandarizacion de

formulacion.

De los productos contaminados con L. monocytogenes, dos eran de materia
prima, donde se puede deducir que el proveedor de producto carnico porcino
esta realizando de manera inadecuada el desposte (rompiendo tonsilas o
viseras), contaminando materia prima desde la canal. A nivel de planta de
beneficio, las fuentes potenciales de Listeria pueden ser los utensilios empleados
para el sacrificio, izamiento y deguello contaminados por operaciones anteriores
o mal desinfectados, como también lo son las manos y ropas de los operarios,
equipos Yy superficies de contacto con la carne. Otro factor es la ubicuidad del
microorganismo. Si llega la materia prima contaminada facilmente se puede
diseminar por la planta al estar en contacto con mesones, cuchillos y otros
utensilios, durante el proceso de elaboracion hasta fase de producto terminado,

por contaminacion cruzada.
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El ingreso de materia prima contaminada con L. monocytogenes afecta a la
industria carnica, convirtiendo la carne de cerdo en un factor de riesgo al ser uno
de los principales vehiculos de este microorganismo en planta de proceso.
Thevenot y colaboradores 2005, Wagner 2012, Gibbons y colaboradores 2006 y
Chasseignaux y colaboradores 2002, establecen que L. monocytogenes puede
diseminarse en el ambiente y en equipos, favoreciendo la contaminacion cruzada
y aumentando las posibilidades de recontaminacion durante el proceso de

elaboracién y empacado (16, 120, 145, 199).

La presencia de L. monocytogenes en derivados carnicos puede darse por
contaminacion post proceso llevando a que alimentos como los listos para el
consumo (LPC) proporcionen en ambiente adecuado para la multiplicacién de
esta bacteria. La contaminacién post proceso puede darse por el contacto directo
con cuchillos, mesones y otras superficies como tajadoras. Otra habilidad que
desarrolla L. monocytogenes es la capacidad de formar biopeliculas en
superficies como acero inoxidable, vidrio y plasticos como lo reportaron Samelis
& Metaxopoulos 1999, Rivera y colaboradores 2006 y Vanegas y colaboradores
2009 (156, 47, 106).

Chasseignaux y colaboradores 2002, Tompkin 2002, Thevenot y colaboradores
2005 y Meloni y colaboradores 2009 entre otros, sefalan que la presencia de L.
monocytogenes en productos carnicos esta asociada a la contaminacién cruzada
con carnes crudas, equipos y areas de procesamiento, areas de refrigeracion,

areas de empaque y/o personal de establecimiento (199, 200, 16, 96).

En este estudio se encontré L. monocytogenes en utensilios y superficies.
Norwood & Gilmour 2001, Carpenter & Chassaing 2004 y Rieu y colaboradores
2008 reportan la presencia de esta bacteria puede estar asociada a la ausencia
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y/o deficiencia en los procesos de limpieza y desinfeccion, lo que puede
favorecer que este microorganismo pueda formar nichos por periodos
prolongados de tiempo (130, 131, 134). Carpenter & Chassaing 2004 observaron
que la formaciéon de biopeliculas puede brindar proteccion frente a los
desinfectantes utilizados en la industria de alimentos, como pudo observarse en
este estudio las cepas analizadas resultaron tolerantes a los agentes evaluados
(131). Pan y colaboradores 2012 reportan a los cuchillos como causante de la
contaminacion en alimentos durante el corte, poniendo en duda la eficiencia de

los procesos de higiene y desinfeccion en utensilios y superficies de trabajo (52).

La temperatura, las condiciones ambientales y el tiempo de almacenamiento
inciden directamente en el crecimiento y multiplicacion de L. monocytogenes si el
alimento esta previamente contaminado. En los tres municipios del departamento
del Tolima donde se obtuvieron los cinco aislados de este patdégeno la
temperatura de almacenamiento de los producto favorecia el crecimiento de L.
monocytogenes (63). El municipio de Ibagué esta a 1.225 msnm, con una
temperatura promedio de 24°C y una humedad relativa de 84%, Mariquita tiene
una altura de 495 msnm, con 27°C de temperatura y 70% de humedad vy el
municipio del Libano esta 1565 msnm, con una humedad relativa de 74 y
temperatura promedio de 20°. Una caracteristica comun a los tres municipios es
la humedad relativa superior al 70%, que unido a malos habitos de higiene en los
establecimientos, dan lugar al crecimiento de Listeria spp. y L. monocytogenes.
Existen reportes donde la presencia del microorganismo esta dada en zonas de
trabajo a una humedad relativa de 70-80%, con pH de 6 — 6,5 (16). El alto
contenido de humedad en el ambiente favorece la formacion de biopeliculas,
otros aspectos en las instalaciones que también influyen incluyen los depdsitos
de agua, pisos, drenajes y cuartos frios (dependiendo al establecimiento).
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Al ser L. monocytogenes psicrotrofo, tiene la capacidad de crecer a temperaturas
de refrigeracion, pero al encontrarse a temperatura ambiente reduce sus
posibilidades de sobrevivir al tener competidores con ventajas metabdlicas sobre
él. Pan y colaboradores 2010, Xie y colaboradores 2012 y Norwood & Gilmour
2001 evidencian que el mecanismo para subsistir es la union con otros
microorganismos como Pseudomonas spp., la cual tienen altas tasas de
multiplicacion, permitiéndole formar nichos ecoldgicos resistentes al ataque de

otros microorganismos y a la accion de desinfectantes (52, 65, 130).

Al relacionar la presencia de L. monocytogenes con las temperaturas de
almacenamiento se observd que la presencia de ésta se dié cuando las
temperaturas estaban por debajo de 8°C. Sin embargo, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre la temperatura y la presencia del género
Listeria spp (p: 0.1362), fendbmeno que puede estar relacionado con que las otras

especies no son psicrotrofas.

Como se dijo anteriormente, la comercializacion y consumo de derivados
carnicos porcinos en el departamento del Tolima estan representados en las
comidas tipicas de fabricacion artesanal como: chorizo, rellena y longaniza,
productos que no entran en los criterios de LPC, los alimentos listos para el
consumo tienen las siguientes caracteristicas que favorecen el desarrollo de L.
monocytogenes: 1) haber sido sometidos a un proceso térmico industrial, 2)
almacenarse en condiciones de refrigeracion 3) tener una larga vida util y 4) no
someterse a un proceso de coccion por parte del consumidor. Es posible que
aunque exista L. monocytogenes en la muestra junto a flora acompafiante con
mayor crecimiento al de este patdgeno pueda inhibirlo y en consecuencia no ser

detectable por los métodos convencionales de este estudio.
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El chorizo es un producto derivado de carne porcina, preparado a base de carne
y grasa con adicion de sustancias de uso permitido como alifios, segun la Norma
Técnica Colombiana 1325 donde puede ser cocido, crudo y precocido,
fermentado o no. Molina y colaboradores 2009, reportan que con 15 minutos de
coccion y 5 minutos de fritura de este alimento se da la inactivacion de L.
monocytogenes (61). Vera y colaboradores 2006, detectaron una prevalencia de
18,1% de L. monocytogenes en chorizo al encontrar 2 muestras positivas de 11
evaluadas (27) y Gamboa y colaboradores 2012, encontraron una prevalencia L.
monocytogenes del 5,5% en chorizo crudo, en el presente estudio la prevalencia
de este microorganismo fue de 0%, al respecto se puede inferir que los datos no
pueden compararse ya que el numero de muestras de chorizos analizadas es
relativamente bajo (59) si se compara los muestreados por Gamboa (109), de
otro lado si se mira los el tipo de produccion, los chorizos analizados por Gamboa
y colaboradores eran industriales a diferencia de los obtenidos en este estudio
los cuales provenian de procesos artesanales, donde el chorizo era crudo y
puede dar lugar a mayor contaminaciéon con flora acompanante altamente
competitiva que puede inhibir a L. monocytogenes, como ya se habia comentado

anteriormente.

La rellena es uno de los productos que mas se comercializa y consume en el
departamento, ocupando el 26% del mercado local. En este producto tampoco se
logro el aislamiento de L. monocytogenes lo que podria explicarse por el proceso

térmico al que es sometido durante su fabricacion.

La longaniza es un producto carnico procesado crudo clasificado como embutido

no madurado y sin adicion de conservantes, lo que incrementa el riesgo de

78



presencia de patogenos, incluida L. monocytogenes. En este caso si bien no se
aislé L. monocytogenes, es importante tener en cuenta que la prevalencia de
Listeria spp. fue del 40% al aislarse en 19 de 47 muestras analizadas de este
producto. Esto es un indicador de fallas en la aplicacién de los protocolos de
higiene y desinfeccion, datos que se corroboran con las encuestas. De Curtis y
colaboradores 2002, afirman que la presencia de cualquier especie de Listeria se
debe considerar como indicador de higiene deficiente, porque su presencia
representa riesgo de contaminacidon con otros patdégenos entre los que se

encuentra L. monocytogenes (145, 149, 156, 203).

Existen estudios de alimentos similares al presente, como el de Martino y
colaboradores 2005, que hallaron L. monocytogenes en embutidos y ahumados
en 2%, y también aislaron L. innocua, L. welshimeri y Listeria spp., en el 4,1%,
1,0% y 3,1% respectivamente en las muestras analizadas (204). Dado que las
condiciones de elaboracién y costumbres locales varian, reportan una menor
proporcién de Listeria spp (3.1%), mientras que este microorganismo en el

presente estudio, alcanz6 un promedio de 27.4% entre longaniza y chorizo.

Un estudio realizado para Asoporcicultores por Velazco 2008, describe los
expendios o famas tradicionales como establecimientos pequefios y medianos de
tipo familiar, que venden carne al consumidor y se localizan en barrios y plazas
de mercado (29). En general tienen una infraestructura deficiente, reflejandose en
problemas de calidad. Caso contrario al de famas y grandes superficies, donde la
especialidad es la venta de cortes finos de carne, empleando tecnologia en el
proceso, almacenamiento y trasporte. Esta descripcion se cumple fielmente con
lo encontrado durante la encuesta realizada en este estudio. Las cadenas de
grandes superficies se especializan en el expendio de carnes finas con

adecuadas condiciones higiénicas, lo que les permite ofrecer una amplia gama
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de productos al consumidor, los cuales solo se reciben si vienen empaquetados
de manera adecuada y se conservan a temperaturas adecuadas (29), contrario a
lo observado en los expendios de plazas de mercado y algunas salsamentarias

encuestadas del departamento del Tolima.

Los consumidores del departamento del Tolima se caracterizan por usar la red
tradicional de comercializacion donde los productos alimenticios se compran en
su mayoria en plazas de mercado. Predominando el consumo de comidas
propias del departamento las cuales se venden de modo informal en pequefios
expendios ubicados en plazas, tiendas de barrio 0 mini mercados, entre otros. En
estos expendios no existe garantia en aspectos tan importantes como la
implementacion de programas de saneamiento y el almacenamiento en neveras
panoramicas a temperaturas de adecuadas durante la comercializacion. Una de
las medidas de control mas ampliamente utilizadas en la industria de alimentos
para la reduccion de L. monocytogenes es la implementacion de programas de
limpieza y desinfeccion. Como se menciono previamente la encuesta determino
la falta de conocimiento en la aplicacibn de este programa en los
establecimientos encuestados, lo que favorece la presencia, colonizacion,
diseminacion y persistencia de este microorganismo pues una vez ha colonizado
los establecimientos es mas dificil su eliminacién. En este estudio estas fallas en
los programas de higiene y desinfeccién pudieron demostrarse al encontrar

porcentajes altos de Listeria spp en las muestras ambientales.

Las serovariedades 1/2a, 1/2b y 1/2c son frecuentemente aisladas a partir de
varios tipos de alimentos y ambientes de procesamiento (16). En la investigacion
realizada por Chasseignaux y colaboradores 2001, se aislé principalmente la
serovariedad 1/2a con una prevalencia de 64,0%, seguida de 1/2b (14,0%), 4a
(7,5%), 1/2¢ (4,0%), 3b (2,0%), 3a (1,5%) y 4ab (1,0%), a partir de dos plantas de
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procesamiento en las cuales se muestrearon superficies, equipos, carne y

productos carnicos de cerdo y pollo (127).

El estudio de las serovariedades de los aislamientos de L. monocytogenes en
ambientes, alimentos y en humanos ha servido para identificar las vias de
transmision de la infeccion, y asi poder controlar la cadena alimentaria. Pan y
colaboradores 2010 y Nadon y colaboradores 2001, postulan que el serotipo mas
frecuente en aislamientos de origen humano es 4b (52, 77). En este estudio el
serotipo encontrado fue 4b/4d/4e y 4al4c, aislado de manipuladores, utensilios y

materia prima.

Gamboa y colaboradores 2012, encontraron una elevada prevalencia de la
serovariedad 1/2a/3a en carne fresca, mientras que en canales porcinas
predominé la serovariedad 4b/4d/4e. Los Gamboa-Marin y colaboradores 2012,
sugieren que estas serovariedades estan mas adaptadas al ambiente de la planta
de proceso (28). Otros estudios de Korkeala & Siitonen 2003 y Comi vy
colaboradores 1992, evidencian que las cepas del grupo antigénico 1/2 presenta
mayor prevalencia en alimentos que las del grupo 4 (13, 160), Pan y
colaboradores 2010, Nadon y colaboradores 2001 y Borucky & Call 2003,
confirman el serotipo 4b como el mas aislado en pacientes con listeriosis (52, 77,
94).

Ruiz y colaboradores 2006 y Grinstead 2009, afirman que una limpieza continua
y rotativa evita que el microorganismo genere resistencia a los desinfectantes y la
formacién de biopeliculas (36, 70). De acuerdo con lo anterior Grinstead 2009,

destaca la importancia de los Procesos Operativos Estandar de Saneamiento
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(POES), éste facilita llevar el registro de operaciones efectuadas en las

instalaciones durante todos los procesos (70).

Para contribuir a la inocuidad de los alimentos hay que establecer protocolos de
limpieza de expendios, plantas y salsamentarias. Es indispensable que las
empresas tengan procesos bien definidos y adecuados para cada una de las
areas ya sea expendio o planta de proceso, incluyendo infraestructura locativa
como mesones, drenajes y areas encharcadas, equipos y utensilios con un
monitoreo continuo de Listeria spp., ya que al estar presente este

microorganismo lo mas probable es que L. monocytogenes esté presente (36).

De esta manera, se deben implementar los POES que facilitan el registro de las
actividades que se efectuen antes, durante y/o después del trabajo en las
instalaciones, los equipos o utensilios. También, se debe contar con el formato de
registro y control previamente establecido por la planta procesadora para vigilar
las actividades del programa de limpieza y desinfeccién. Cualquier incidencia o
desviacion a lo previsto implicara la implementacién de un formato de acciones

correctivas y la adopcion de las mismas (120).

Entre los desinfectantes ensayados en el presente estudio se encuentra el Alquil
dimetil bencil amonio, es un desinfectante a base de amonios cuaternarios usado
en la industria alimentaria. Es un biocida para el control de bacterias en locales,
refrigeradores y almacenes, que diluido en agua se puede aplicar por
pulverizacion para desinfectar ambientes y superficies (36, 69, 187). El cual tuvo
efecto en dos de los cinco aislamientos analizados a una alta concentracion (2%)

y durante un prolongado tiempo (15 minutos).
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Otro desinfectante utilizado es acido peracético un agente oxidante que actua
como biocida sobre el cuerpo vegetativo de las bacterias, moho, levaduras vy
parte de virus. Su actividad depende del PH=9, donde la accion de los grupos
sulfidrilos actuan en proteinas y enzimas que por oxidacion rompen la membrana
plasmatica (205). Rodgers y colaboradores 2004, determinaron la eficiencia in
vitro de acido peracético (80ppm) sobre L. monocytogenes, la cual fue efectivo en
75 seg. Afectando la funcién quimiosmotica de la membrana citoplasmatica de la
lipoproteina, asi como la funcién de transporte de nutrientes de los
microorganismos a través de la ruptura de la pared celular (23, 65, 206). No
obstante Stoporth y colaboradores 2002, demostraron la transferencia de
informacion para la tolerancia a desinfectantes generada por la asociacion de
biopeliculas (207).

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a los cinco
aislamientos confirmados de L. monocytogenes, donde se hallé que los
aislamientos de L. monocytogenes presentaron susceptibilidad a antibidticos
como: Penicilina, Ampicilina, Cloranfenicol, Trimetropin/Sulfatometoxazol,
Rifampicina, Amoxicilina, Clindamicina, Tetraciclina, Azitromicina, Eritromicina,
Vancomicina, Ciprofloxacina. Datos similares a Haraek y colaboradores 2009,
quienes reportan una susceptibilidad a ampicilina del 60% (115). Srinivasan y
colaboradores 2005, detectaron la resistencia a penicilina del 92% (201).
Schébitz y colaboradores 2009 Reportan que el 100% de aislamientos son
resistentes a acido nalidixico (9). Asi mismo, Santos y colaboradores 2002,
encontraron resistencia a ampicilina del 100%, penicilina 66,7%, ciprofloxacina
83,4%, cloranfenicol 66,7%. Trimetropin/Sulfatometoxazol fue el antibiético al que
el 100% de los aislamientos fueron sensibles (202), siendo el antibiético mas
eficaz, dato similar al de Michelet y colaboradores 19997 (103) que fue del
83,3%. En el presente estudio se identificé aislamientos de Listeria spp. y L.
monocytogenes, presentaron una susceptibilidad del 100% para Ampicilina,

83



Penicilina,  Trimetoprim/  Sulfatometoxazol, = Azitromicina,  Clindamicina,
Cloranfenicol, Tetraciclina, Vancomicina y una resistencia del 100% a

Cefotaxime, Cefepime y Cefaclor (Tabla 15).

Los programas de muestreo o monitoreo deben hacerse por proceso, eligiendo
puntos criticos para evitar posteriores contaminaciones en los alimentos, este tipo
de actividades deben ser progresivas, ya que gran parte de la industria del
departamento no estd siendo actualmente monitoreada, lo importante es
empezar a cambiar loa habitos de elaboracién de derivados carnicos donde se
implementen procesos de limpieza y desinfeccidon efectivos, proyectandose a
futuro poder cumplir con lo establecido por FDA/FSIS donde se realizan analisis
microbiolégicos, se monitorean ambientes y superficies de contacto con los
alimentos para asegurar y validar la sanitizacion de los equipos y areas de

proceso controlando efectivamente la presencia de L. monocytogenes.

El presente estudio pone en evidencia la circulacion de L. monocytogenes y L.
ivanovii, en la cadena productiva porcicola del Departamento del Tolima.
Demostrando que las politicas de salud publica del departamento del Tolima no
han incluido dentro de su vigilancia de manera continua a este microorganismo,
una de las dificultades puede ser necesario la falta de casos en humanos
reportados en el sistema de vigilancia, por lo que se considera que no esta
presente la enfermedad, sin embargo esto no es del todo cierto ya que puede
deberse a un sub-registro de los casos, de otro lado otro factor que puede influir
es que al comparar la industria carnica de este departamento con otras zonas del
pais el bajo nivel de tecnificacion y la baja produccién hacen que los muestreos
por parte del laboratorio de salud publica sean bajos, si se comparan con otros
renglones agricolas del departamento, a pesar de esto es necesario tomar

medidas de control en toda la cadena productiva carnica porcina (plantas de
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proceso y expendios), ya que gran parte de la poblacion del departamento puede
estar expuesto a listeriosis causado por L. monocytogenes; siendo de especial
interés los grupos de riesgo, lo cual puede generar una alta tasa de
hospitalizacion resultando en altos costos econdmicos y lo mas importante

pérdidas humanas.

Este es el primer estudio de las condiciones del departamento del Tolima en
cuanto a la presencia de patdogenos e higiene en la industria de alimentos
carnicos del Tolima, siendo el primer panorama de L. monocytogenes y L.
ivanovii mostrando la necesidad de la implementacion de medidas de control en

la industria carnica porcina.
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CONCLUSIONES

En este estudio se detectd una prevalencia de L. monocytogenes del 1,3 %
(cinco aislamientos) total de muestras analizadas 377, de los cinco aislamientos
se recuperaron dos muestras de materia prima de carne de cerdo, corresponden
al 8%, uno aislada de utensilios uno de superficie y uno de manipulador de
alimentos correspondiendo al 3 % confirmando la presencia de este patégeno en
la planta de proceso y en expendios de derivados carnicos, lo que genera un
riesgo de contaminacion para el producto terminado y por ende para consumidor

que forme parte del grupo de riesgo

En la serotipificacion de L. monocytogenes el serotipo mas frecuente fue el
4b/4d/4e encontrado en dos muestras de materia prima de dos plantas de
proceso diferentes, una de utensilio en expendio y una de heces de un
manipulador de alimentos de expendio. También se encontré serotipo 4a/4c
proveniente de una muestra de superficie en expendio, lo que indica que existen
deficiencias en el control de L. monocytogenes en el manejo de la canal y/o
durante el proceso de transformacion de la carne de cerdo en la fabrica, lo cual
puede estar asociados a manipulacién inadecuada o fallas en procesos de

limpieza y desinfeccion de equipos y utensilios.

En este estudié también se confirmd la presencia de L. ivanovii, una en
aislamiento de chorizo y otro de sifén en un mismo expendio de la localidad del

Libano.

Se detecté la mayor prevalencia de Listeria spp. con el 14.6% que corresponde a
55 muestras positivas del total de muestras analizadas (377), aislamientos
distribuidos en 8 de salsamentarias (2,1%), 38 expendios (10.1%) y 5 plantas de
proceso (14.6).
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En el ensayo de tolerancia a desinfectantes los aislamientos 29 y 42 fueron
sensibles a Alquil dimetil bencil cloruro de amonio, mientras que todos los

aislamientos fueron tolerantes a acido peracético.

En las pruebas de Sensibilidad a antibiéticos de L monocytogenes presentd una
susceptibilidad del 100% para Ampicilina, Penicilina, Trimetoprim/
Sulfatometoxazol, Azitromicina, Clindamicina, Cloranfenicol, Tetraciclina,

Vancomicina.
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RECOMENDACIONES

Basados en el diagndstico de las BPM realizado en los diferentes eslabones de la
cadena porcicola objeto de este estudio, con la presencia de L monocytogenes,
patdgeno asociado a brotes de listeriosis, L. ivanovii y Listeria spp. es importante
continuar con estudios para la identificacion de estos microorganismos en
diferentes tipos de alimentos, donde se den a conocer todas las vias de
diseminacion en los canales de produccién y comercializacion. Con el fin de
prevenir y controlar la contaminacion en las planta de proceso y expendios y

salsamentarias, se recomienda:

1. Programar y mantener jornadas de capacitacion, donde se concientice a los
manipuladores de alimentos en: 1) buenas practicas de manufactura, II)
Procedimientos Operativos Estandar de Saneamiento, Ill) limpieza vy

desinfeccion, para control de L. monocytogenes.

2. Evitar la formacion de biopeliculas implementando programas de limpieza y
desinfeccion eficaces, verificando constantemente su cumplimiento, donde la
rotacion de desinfectantes evite la presencia de algunos microorganismos
patégenos (L. monocytogenes) formadores de biopeliculas en superficies de

contacto.

3. Establecer el programa de monitoreo microbioldgico de L. monocytogenes en
equipos, superficies y utensilios de trabajo de objetos de trabajo (tajadora, la.
mezcladora, el cutter, el molino, los mesones y cuchillos), con el fin de controlar
la contaminacion cruzada generada por el contacto la materia prima con las
superficies y el ambiente. Es necesario revisar y monitorear la calidad
microbiolégica de la materia prima con el fin de establecer el programa de control

de contaminacion cruzada para minimizar el riesgo de contacto directo o indirecto
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con utensilios, superficies y las areas de proceso con producto terminado,

evitando la recontaminacion.

4. Tener en cuenta que el disefio de la infraestructura cuente con la separacion
de zonas de manipulacién de materia prima y producto final, para prevenir la

diseminacion de L. monocytogenes en la planta.

5. Dar a conocer la importancia de la cadena de frio tanto en producciéon como en
comercializacion de la materia prima y los derivados en la planta de proceso,
salsamentarias y expendios, controlando las temperaturas de congelacion, de

tratamiento térmico y de refrigeracion.

6. Realizar campafas de promocion y prevencidn capacitando en especial la
poblacion de alto riesgo como embarazadas, nifios, ancianos e
inmunodeprimidos en el consumo de alimentos con riesgo de tener presencia de

L monocytogenes.
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ANEXOS

Anexo 1. ldentificacion de la prevalencia L. monocytogenes

carnicos y derivados (MADR-CIAT-UT).

en productos

IDENTIFICACION DE LA PREVALENCIA Listens Monocytogenes EN PRODUCTOS CARNICOS Y DERIVADOS
(MADR CIAT UT}

FORMATO DE DIAGNOSTICO SAMITARIO DE EXPENDIOS CARNE ¥ DERIVADOS CARNICOS DE CERDO DEL
DEPARTAMENTO DEL TOLIMA

OBJETIVO: Diagnosticar condiciones actusles de BPM en plantas de produccitn de Came porcina y de Derivados
cémicos de cerdo an el Departamento dal Tolima.

Especificos:
*  Realizar la seleccidn de los edpendios a mouestrear para la identificecién de la prevalencia de Listena

Monocytogenas en Derivados Cémicos de Cerdo.
*  Conocer el estado higiénico-sanilario de expendics de came de cerdo en cade municipio seleccionado dal

Departamento del Tolima.

Escribir yio rellenar cada casila de acuerdo a ka situacidn del la planta visitada, con letra legible, en caso de no existir
datos, plasmar lo faltante en observaciones. Favor no dajar ningdn tem sin respondar,

A.DATOE GENERALES OE LA VIGITA

1. Municipio:
1. Cajamarca 4. Cheparral 3. Espinal 4. Ipague
&UEhams & Vilizharmaza ¥ lEnds B Ulbang
. Manquita 10. Frado i Vanzdilia 12, Punficacion
13, Armero Guayabal

Z. Anots el Codigo del lugar de acuerdo a codificacidn interna:

8. FRODUCTO

1. Mumero de Cerdos/Semana que ingresan a planta de produccian :

2. ¢ Conoce la procadencia de la matera pnma?
0. Mo 1. 5i 8. Mo sabe 4. Mo dato
Nombre: i
4. iElongen de la carne as?
1. Planta 0. Clandesting B. Giro 4. Mo dafo
Cual?
4. ¢ Tipo de carmne?
1. Forcina 2. Glro 8. Mo sabe 4. Mo dafo
Cual?
%, Los producios camicos procesados son:
1. Jami&n 2. Salchicha 3. Chorize 4. Losganiza
5. MSancilia 6. Salchichdn 7. Jambn ¥ Saichicha 8. Jamén y chanza
12. Salchicha v chanzo

8 amén'y icnganiza

10, Jamdn y morcila

i, Jarmdn'y saichichén

13. Salchicha v longaniza

14. Salchicha y morcila

15. Salchicha y longariza

16. Salchicha y moroila

7. sakchicha'y sachichdn

18, Chorzo v lorganiza

18, charmo y monciila

20 chariza 'y sakchichon

1. Lesganiza y mescila

23 Longaniza y saichichan

23 Morcilla v saichichon

247 Jarsdn, salchicha y

chorizg
25. Jaman, salchicha y 26. Jamadn, salchicha y 27. Jaman, salchicha y Z8. Longaniza, morcila y
langaniza marcila salchichen salchizhadn
4. Longaniza, mormcila ¥ 3. Longaniza, momncila y 1. Longaniza, morcila y 32, Jamén, Cheariza,
jaman salchicha chorzoe Longaniza
3. Jamidnm, chorizo y 3. Jaménm, chorzo y 35. Salchicha, chorzo ¥ 35, Salohicha, chorizo ¥
mearcila salchichain langaniza mzrcila
a7. Balonicha, chonzo: y 38. Longaniza, salonichdn y i 39. Longaniza, salchichdn y ¢ 40. Longariza, salchichan ¥
salchichadn jaman salchicha chorzo
1. Maorcilla, sakchichén y 42 Maorcilla, sakchichés y 43. Morcilla, sakchichén y 42 Jamdin, salchicha,
jamon salchicha chorzo chanzo ¥ longaniza
45, Lomganiza, mereila,

45, Jamdin, saichicha,
chorizo y marcila

46. Jam<in, salchicha,

chorizo y salchichan

47, Lenganiza, mercila,
salchichdn v amon

saichichom y salchicha
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49, Lorganiza, morcila,
salchikchdn y chorizo

50. Jamedin, salchicha,
langaniza ¥ marncila

51. Jamedin, salchicha,
mancilia ¥ salchichdin

E2. Jamdn, chiorza,
longanza ¥ rmancilia

{ B3 Jamon, charizo, maorcila

v salchichdn

B4 . Eakchicha, chonzo,
langaniza ¥ marncila

B4, Salchicha, chonzo
rmancilia ¥ salchichdin

5. Lomganiza, morciia,

salchicha y chonzo

&7. Longaniza, morcila, %8, Lorganiza, salchichdn, %4, Lomganiza, salchichdn, &0, Todos
salchikcha v aman salchicha v charzo salchikcha v jamdn
&, 4 La preparecion de este producio es?
: 1. Artesanal 2. Proceso industrial . Mo data
CTOCALIZACION
T
1. Urbanao d. Fural 4. Industnal d. Ciro
Cual?
D, CALIDAD DE AGUA
1. Fealiza analisis microbwlogcos el agua?
0. No i 1.5 £. No sabe 9. Mo dato
2. Congue penodicidad realza estos analisis?
0. e i 1. S £. Mo sabe 4. Mo dato
TE Tiene tangues de aimacenamiento
0. No i 1.5 £. Mo sabe 9. No dato
4. Healiza lavados penodicos de los tangues’
0. Mo 1. 5 £. Mo sabe H. Mo dafto
4.1, Cada cuanio
"B Elaguzs es potakie¥
0. e 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
"B El origen dal agua es¥
1. Acueducto Municipal 2. Acueducto progio 4. Mo sabe 4. Mo dato
i B iro “Especihigua"
T

1. Lu tipo de cadena de frio utilize’?

U Motene ¢ 1. Congelacidn ¥ Hefrigeracidn i Congelacidn y Refrigeracida ™
B HG 5be : 4. Mo datn
Z. FHegistre Monitoreo temparabura:
Z.1. Congalacian:
2. 2. Refngeracion:
2. Fealiza analisis en busca de plagas?
0. Mo i 1.5 i £. Mo sabe i d. Mo dafto
4. Las instalaciones, los eguipos y utensdios son de facil impieza y desinfeccidn ?
0. Mo : 1.5 i £. No sabe i 4. hodato
. £l piso, paredes y techo del lugar de frabe)o es de maienal levable, con bordes redondosy
0. Ne i 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
&. Cuenta con suficientes drenajes?
0. Na i 1. Si i £. Mo sabe 4. Mo dato
! Las tuentes de luz (Ventanas y lamparas) se encueniran protegidas’y
0. Mo 1.5 £. Mo sabe d. Mo dafto

& La zona de core esta aislada’




0. M 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
4. La zona de manipulacion esia aislada?
0. e 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
10. =l matenal donde se procesa es de:
0. Macera 1. Plastico 2. Alurminio 3. Caramica
4. Cemanto : 5. Acero inoxidable 4. Mo dato
VY HEakEE pEddEa MRt Brocesns HE Timplaza y desmnfaccion ?
0. Mo 1.5 £ Mo sabe u. Mo dato
¥4 tads sianiad '
11. 2. Con gua’
12, Tienen un programa de mantenimiento de equipos @ instalaciones?
0. No 1.5 &, Mo sabe H 4. Mo dato
T4 taniraia servicios de Iaboraterc para mon iio da ThesuidEd dal |::'n:-|:|u.-:t|:-’:'
0. M 1.5 £. Mo sabe : 4. Mo dato
14 Waaliza Frocedimiantos tiperativos Estandanzados da Sanaamienta (PHES]Y
0. M 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
FOTRANSFORTE
1. Temperatura del carro rensporiador de materia pnma:
Z. lemperature del carmo rensporador producto terminado:
G BEQUIFGS Y UTENSILIGS
reelizan desinfecciones perodicas da:
i Elchilas v Ehalras
0. M 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
£, Siarras
0. M 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
i Heciplentas v canasiilas pidsticas
0. W 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
4. tsuantes de malla de BCero.
0. M 1.5 £. Mo sabe 4. Mo dato
Cade cuanto?
H FERSORAL
1. Tienen gl dia la cepacitacion de Manipuladores’
0. No 1.5 8. Mo sabe 4. Mo dato
2. Realizan monitoreo internos de buenas practicas de higiena?
0. No 1.5 H & Mo sabe 4. Mo dato
K MANESS DE RESIOUDE
1. Tienen plan de maneajo de residuocs solidos?
0. WMo 1.5 & Mo sabe u. Mo dato
2. El punlo de basuras es distante de las zonas de frabajo?
0. Na 1.5 8. Mo sabe 4. Mo dato
3. Tienen punto de disposicidn final de residuos sdlidos?
0. No 1.5 & Mo sabe 4. Mo dato
4. Realizan clasificacion de basura?
0. Nao 1.5 8. Mo sabe 4. Mo dato
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NOMBRE DEL ENTREVISTADOR:

NOMBRE ENTREVISTADO:

Firmas:

Entrevistador Entrevistado

OBSERVACIONES:
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Anexo 2. Protocolos muestreo.

PROTOCOLO ,
MUESTRAS DE CARNE Y DERIVADO CARNICO

Antes de realizar cualquier toma de muestra, el muestreador debe desinfestarse
las manos con gel antibacteriano para proceder a colocarse los guantes estériles,

para cada muestra en necesario que se realice el mismo procedimiento para evitar
contaminacion.

De igual manera se maneja un Acta de muestreo donde se deben registrar: el
numero de la muestra, descripcion del lote, temperatura, humedad relativa y
temperatura del medio ambiente

Fuente: MARD 3592-3594

Ademas se deben colocar adhesivos con el cddigo correspondiente a cada
muestra, cada uno de ellos con un color que indique si la muestra es para la
identificacion de Listeria.

Fuente: MADR 3592-3594

1. La muestra de carne debe ser de 100 gr la cual se colocar en una bolsa
ziploc debidamente marcada.
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Fuente: MADR 3592-3594

Una vez tomada la muestra esta debe almacenarse en neveras plasticas hasta su
llegada a laboratorio.

Fuente: MADR 3592-3594

Luego de utilizar los guantes, se deben desechar en bolsas rojas y al papel kraft
en donde viene envueltos los guantes en bolsa verde respectivamente.

Fuente:MARD 3592-3594
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PROTOCOLO MUESTRAS DE AMBIENTE,
METODO DE HISOPOS EN SUPERFICIE

Antes de realizar cualquiera toma de muestra, el muestreador debe desinfectarse
las manos con gel antibacteriano para proceder a colocarse los guantes estériles,

para cada muestra en necesario que se realice el mismo procedimiento para evitar
contaminacion.

De igual manera se maneja un acta de muestreo donde se deben registrar: el

numero de la muestra, temperatura, humedad relativa y temperatura del medio
ambiente

Fuente:MARD 3592-3594

Ademas se deben colocar adhesivos con el cdédigo correspondiente a cada
muestra, cada uno de ellos con un color que indique si la muestra es para la
identificacion de Listeria.

Fuente:MARD 3592-3594
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1. Tome el hisopo, gire la parte superior de este para que baje el buffer hacia
el tubo.

2. Una vez se halla humedecido el hisopo, desenrosque este y proceda a
tomar la muestra

3. Estos seran wusados para muestrear sifones, cortinas, canastas,
refrigerador, bandeja, cuchillo, mesones etc. ( un hisopo para cada uno)

MARD 3592-3594

MARD 3592-3594 MARD 3592-3594
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A continuacion proceda a devolver el hisopo al tubo

Rotule el hisopo con el cédigo indicado

No olvide tomar la temperatura de medio ambiente y la humedad relativa al
tomar cada una de las muestres

7. Una vez tomada la muestra esta debe almacenarse en neveras plasticas
hasta su llegada a laboratorio.

ook

MARD 3592-3594

8. Para cada muestra es necesario limpiar las manos con gel antibacterial y
cambiar de guantes y depositar estos en bolsa roja y al papel kraft en
donde viene envueltos los guantes en bolsa verde respectivamente.

MARD 3592-3594
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Anexo 3. Tabla resultados analisis moleculares.

Género Especie Origen Tipo Muestra | Ciudad
Listeria monocytogenes | Expendio 8 Utensilios Ibagué
Listeria monocytogenes | Planta Proceso 1 Materia prima Ibagué
Listeria monocytogenes | Planta Proceso 2 Materia prima Ibagué
Listeria monocytogenes | Expendio 29 Superficies Ibagué
Listeria monocytogenes | Expendio 26 Manipuladores Mariquita
Listeria ivanovii Expendio 30 Chorizo Libano
Listeria ivanovii Expendio 30 Sifén Libano
Listeria Spp Expendio 8 Longaniza Ibagué
Listeria Spp Expendio 8 Superficies Ibagué
Listeria Spp Planta Proceso 1 Materia prima Ibagué
Listeria Spp Planta Proceso 1 Materia prima Ibagué
Listeria Spp Planta Proceso 1 Materia prima Ibagué
Listeria Spp Planta Proceso 1 Equipos Ibagué
Listeria Spp Expendio 9 Utensilios Ibagué
Listeria Spp Expendio 9 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 9 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 9 Utensilios Ibagué
Listeria spp Expendio 9 Superficies Ibagué
Listeria spp Expendio 11 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 11 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 11 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 11 Utensilios Ibagué
Listeria spp Expendio 11 Superficies Ibagué
Listeria spp Expendio 12 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 12 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 12 Utensilios Ibagué
Listeria spp Expendio 12 Superficies Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 17 | Jamodn Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 19 | Manipulador Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 21 | Equipos Espinal
Listeria spp Planta Proceso 2 | Materia prima Ibagué
Listeria spp Planta Proceso 2 | Materia prima Ibagué
Listeria spp Planta Proceso 2 | Materia prima Ibagué
Listeria spp Planta Proceso 2 | Materia prima Ibagué
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Listeria spp Planta Proceso 2 | Materia prima Ibagué
Listeria spp Expendio 25 Chorizo Mariquita
Listeria spp Expendio 25 Chorizo Mariquita
Listeria spp Expendio 26 Chorizo Mariquita
Listeria spp Expendio 26 Chorizo Mariquita
Listeria spp Expendio 26 Superficies Mariquita
Listeria spp Salsamentaria 27 | Equipos Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 28 | Equipos Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 28 | Superficies Ibagué
Listeria spp Expendio 29 Longaniza Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 30 | Equipos Ibagué
Listeria spp Salsamentaria 30 | Superficie Ibagué
Listeria spp Expendio 30 Jamén Libano
Listeria spp Expendio 29 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 31 Longaniza Lérida
Listeria spp Expendio 31 Chorizo Lérida
Listeria spp Expendio 32 Chorizo Libano
Listeria spp Expendio 31 Longaniza Lérida
Listeria spp Expendio 33 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 33 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 33 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 34 Salchicha Libano
Listeria spp Expendio 35 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 36 Chorizo Ibagué
Listeria spp Expendio 37 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 38 Chorizo Ibagué
Listeria spp Expendio 39 Longaniza Ibagué
Listeria spp Expendio 40 Longaniza Ibagué
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Anexo 4. CONTROL DE Listeria monocytogenes, DE LA PLANTA DE
PROCESO A LA MESA.

EL CONTROL DE

Listeria monocytogenes,
DE LA PLANTA DE
PROCESO A LA MESA

Ver PDF. En Cd
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