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RESUMEN

Listeria monocytogenes es una bacteria muy patdgena para el ser humano, causa
infecciones denominadas listeriosis, la cual tiene una alta tasa de mortalidad, que
se incrementa en los individuos mas susceptibles como en recién nacidos,
mujeres embarazadas, ancianos y personas inmunodeprimidas. Produce diversas
patologias como abortos, meningitis, meningoencefalitis y septicemias. La via
principal de transmisién de L. monocytogenes es por el consumo de alimentos
contaminados.

Para el presente trabajo de investigacion, se tomaron 100 muestras de hortalizas
expendidas en los mercados: Central de San Pedro, Rosaspata, Ttio, Wanchaq 'y
Vinocanchdn de la ciudad del Cusco durante los meses de Diciembre 2014 a
Enero 2015, para evaluar la sensibilidad a agentes germicidas y antibidticos en
cepas de L. monocytogenes aisladas a partir de las hortalizas colectadas.

Se aisld Listeria spp. en 25% de las muestras de espinaca, lechuga, rabanito,
tomate y zanahoria. Seguidamente se identificé L. monocytogenes en 2% de las
muestras de hortalizas mediante el sistema miniaturizado API Listeria. La cinética
de crecimiento evidencidé que L. monocytogenes alcanza la fase estacionaria en
12 horas, tiempo en que fueron enfrentados a los agentes germicidas hipoclorito
de sodio, acido acético, acido citrico y formaldehido a diferentes concentraciones.

Mediante el método de Kirby Bauer modificado se determiné que L.
monocytogenes es sensible al formaldehido a la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) del 2% comparada con la solucién patron de yodo 2% aun cuando ésta
bacteria patdgena se encuentra en fase estacionaria, pudiendo ser usado para el
control y eliminacion de L. monocytogenes mediante la desinfeccién de
superficies, equipos, instalaciones de plantas procesadoras de alimentos mas no
para hortalizas. Fue sensible al acido acético a la CMI de 26%, sin embargo fue
resistente al hipoclorito de sodio 4% y al acido citrico 31%.

Finaimente se determind que L. monocytogenes es sensible en 100% frente a
Ampicilina, Penicilina, Eritromicina, Gentamicina y Vancomicina mediante el
método M.I.C.E (Minimum Inhibitory Concentration Evaluators). Es asi que la
Ampicilina tuvo la CMIg; mas baja de 0.06 y 0.12 pg/mL. De esta manera se



demuestra que el patron de sensibilidad de L. monocytogenes frente a los 5
antibiéticos permanece estable.



INTRODUCCION

El género Listeria spp. corresponde a bacterias coco bacilos Gram positivos,
moviles. Son microorganismos ubicuos que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, en el suelo, agua, abonos organicos, vegetacion y
aguas residuales. Actualmente se han descrito ocho especies de éste género,
considerandose sélo a Listeria monocytogenes como un patégenc animal y
humano (Fajardo O. y col., 2008).

El impacto que tiene L. monocyiogenes a nivel de salud, esta al ser responsable
de una enfermedad llamada “listeriosis”, la cual afecta principalmente a
poblaciones de riesgo tales como: mujeres embarazadas, recién nacidos,
ancianos y personas inmunocomprometidas, como pacientes VIH positivo, o con
afecciones cronicas como cirrosis, entre otras; causando diversas patologias
como abortos, partos prematuros, meningitis, meningoencefalitis y septicemia.
Debido al auge que han tenido, la gravedad y los multiples dafios que la listeriosis
causa al ser humano han llamado la atencién de autoridades relacionadas al
ambito de la salud a nivel mundial tales como Ia Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) y Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO), (Thévenot D. y col., 2008).

La transmisién de L. monocytfogenes por el consumo de alimentos es reconocida
desde 1980 como via principal. Esta bacteria ha sido aislada de diversas
hortalizas, tales como tomates, zanahorias, lechugas, repollos, espinacas,
pepinos, judias, coliflores, brocolis, entre otras, en las cuales la contaminacién es
variable y se ve influenciada por el lugar de cultivo, la zona de recoleccién, los
abonos, la temperatura, los procedimientos de lavado, el contacto con el suelo y
las condiciones higiénicas durante el expendio. Sin embargo, ésta bacteria
patdgena puede ser eliminada mediante un tratamiento de desinfeccion
adecuado, haciendo uso de agentes germicidas eficaces (Carrasco., 2007).

Para la desinfeccién se usan germicidas, que vienen a ser sustancias que
destruyen microorganismos (pero no esporas); éstos pueden ser antisépticos o
desinfectantes; los cuales constituyen una linea de defensa para evitar la
diseminacion de patégenos resistentes. Entre algunos de estos germicidas
eficaces contra L. monocytogenes se tiene: hipoclorito de sodio, formaldehido,



acido acético, acido lactico, amonio cuaternario, alquin amin betaina, etc (Rojas
C., 2007).

Los antibidticos son sustancias que destruyen los microorganismos patégenos
(accidn bactericida) o detienen su desarrolio (accidn bacteriostatica). El patron de
sensibilidad a los antibidticos de L. monocytogenes ha permanecido relativamente
estable con el paso de los afos: es sensible “in vitro” a una amplia gama de
antibiéticos como Penicilina, Ampicilina, Gentamicina, Eritromicina, Tetraciclinas,
Rifampicinas, Cotrimoxazol y Vancomicina, en cambio las cefalosporinas actuales
presentan una pobre actividad, especialmente las de tercera y cuarta generacién
como Cefotaxima y Cefepima y todas las cepas son resistentes a Fosfomicina
(Torres K. et al., 2005). Sin embargo, una revisién de los Ultimos afios sobre los
posibles cambios en el patrdn de susceptibilidad a antibidticos en L.
monocytogenes, han demostrado la habilidad de la bacteria de desarrollar
resistencia a uno 0 mas antibiéticos (Poros-gluchowska J. y col., 2003).

Por ello esta investigacion esta orientada a evaluar la sensibilidad a agentes
germicidas y antibidticos en cepas de Listeria monocytogenes aisladas a partir de
hortalizas que son expendidas en los principales mercados de la ciudad del
Cusco.



JUSTIFICACION

Las hortalizas son parte importante de la dieta de las personas, y son percibidos
como productos frescos, saludables y faciles de preparar, su composicion provee
suficientes nutrientes y condiciones que hacen que sean ideales para el desarrollo
de microorganismos deterioradores y patégenos, por {0 que son asociados con
infecciones microbianas. Sin embargo pueden contaminarse en cualquier etapa
del procesamiento, cosecha, distribucion hasta el consumo del mismo y debido a
que se consumen de manera cruda y sin ningun tratamiento que garantice su
inocuidad por lo que representan un riesgo (Pangloli P. y col., 2013). Ademas es
contaminante frecuente de plantas procesadoras de alimentos, llegando a
contaminar superficies que contactan con los alimentos (AESAN., 2011).

La poblacién del Cusco tiene una alta demanda de éstos productos y entre los
principales mercados de comercializacién de hortalizas se encuentran Wanchag,
Ttio, Central de San Pedro, Vinocanchén y Rosaspata.

A pesar de que en el Peru existen normativas como ia Resolucién Ministerial N°
591- 2008 MINSA, denominada “Norma Sanitaria que establece los criterios
microbiolégicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de
consumo humano”, con el fin de garantizar la seguridad sanitaria de los alimentos
destinadas al consumo humano, ha sido complejo manejar ésta situacion. En ésta
normativa se indica para el caso especifico de frutas y hortalizas, la ausencia de
L. monocytogenes en 25 gr. de producto (MINSA., 2008).

L. monocytogenes produce una enfermedad denominada Listeriosis, en el Peri
el Ministerio de Salud (MINSA) sélo en la regidon de La Libertad, ha reportado
oficialmente 42 casos de listeriosis entre los afios 2001 y 2008 (MINSA., 2009).

A pesar de ser una enfermedad considerada inusual por la presencia de casos
esporadicos, su indice de mortalidad es muy elevado, el cual varia entre 20 y
30%, alcanzando un 70% en casos de meningitis, 50% en septicemia y hasta 80%
en infecciones neonatales (FDA., 2011), siendo este uno de los motivos que
concita su interés y también de ahi la importancia de prevenir ésta patologia.

La primera linea de defensa para prevenir y evitar la diseminacion de éste
patégeno es la desinfeccion. .Para la desinfeccion se usan germicidas, entre



algunos de éstos germicidas quimicos eficaces contra L. monocytogenes sobre
superficies inertes se tiene al hipoclorito de sodio y alquin amin betaina (Rojas C.,
2007). También se encuentra la povidona, gluconato de clorhexidina,
glutaraldehido, cloramina T y formaldehido (Best M. y col., 1989).

Los acidos organicos prometen ser una alternativa viable en el intento de reducir
el amplio uso del cloro en la desinfeccién de hortalizas crudas, dado que los
acidos organicos son reconocidos por su buen desempefio como antimicrobianos
y por su condicién de productos GRAS (Generally Recognized As Safe). Su
actividad antimicrobiana esta directamente ligada al pH, por cuanto la mayoria de
los microorganismos no resisten valores inferiores a 4.0 (Beuchat L. 1998). Se ha
demostrado que el acido citrico y el acido lactico son efectivos para reducir L.
monocytogenes en hortalizas como lechugas frescas (Akbas M. y col., 2007).

Con respecto al tratamiento indicado para pacientes con listeriosis, se han
agrupado en medicamentos de eleccién primaria y de eleccién secundaria. Estos
primeros corresponden a la Ampicilina y por asociaciones con un aminoglucésido
y en los medicamentos de eleccidén secundaria se encuentran antibidticos como el
Cloranfenicol, Eritromicina, Tetraciclina y Rifampicina (OMS., 2004). Una revision
de los Uitimos afios sobre los posibles cambios en el patrdn de susceptibilidad a
antibidticos y germicidas en L. monocyfogenes, han demostrado la habilidad de la
bacteria de desarrollar resistencia a antibidticos y sobre todo a germicidas.
(Hernandez B. y col., 2004).

Por todo lo referido anteriormente surge la inquietud de evaluar la sensibilidad a
agentes germicidas y antibidticos en cepas de Listeria monocytogenes aisladas a
partir de hortalizas que se expenden en los principales mercados de la ciudad del
Cusco, con la finalidad de conocer los germicidas mas eficaces que puedan ser
usados para el control y eliminacién de L. monocytogenes en hortalizas,
superficies y equipos; asi como también conocer el perfil de sensibilidad
antimicrobiana de L. monocytogenes y de ésta manera puedan ser administrados

cuando ocurran casos de listeriosis.



FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudles seran los agentes germicidas y antibidticos mas efectivos contra las
cepas de Listeria monocytogenes aisladas de hortalizas expendidas en mercados
de la ciudad del Cusco?



HIPOTESIS

Las cepas de Listeria monocytogenes aisladas de hortalizas son sensibles ante
los agentes germicidas y antibidticos propuestos.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la sensibilidad a agentes germicidas y antibidticos en cepas de

Listeria monocytogenes aisladas a partir de hortalizas provenientes de

cinco mercados en la ciudad del Cusco.

Objetivos especificos:

1.

Aislar Listeria spp. de hortalizas: lechuga, espinaca, tomate, zanahoria
y rabanito expendidas en cinco mercados principales del Cusco.

ldentificar cepas de Listeria monocytogenes obtenidas de las

" muestras de hortalizas mediante el Sistema Miniaturizado API Listeria.

Realizar curvas de crecimiento de las cepas de Listeria
monocytogenes para identificar la fase estacionaria.

Evaluar la sensibilidad de Listeria monocytogenes frente a cuatro
agentes germicidas (hipoclorito de sodio, acido acético, acido citrico y
formaldehido) por el método Kirby Bauer Modificado.

Evaluar la sensibilidad de Listeria monocytogenes frente a cinco
antibidticos (Ampicilina, Penicilina, Eritromicina, Gentamicina y
Vancomicina) por el método M.I.C.E (Minimum Inhibitory Concentration
Evaluators).



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

Vega P. y col 2013 (Pera). Determinaron la sensibilidad antibacteriana
de 7 cultivos de Listeria monocytogenes aislados de lugares de expendio
de pollo y queso fresco en los mercados de la ciudad de Trujillo frente a
once antibidticos mediante la técnica de difusion en placa. Es asi que
encontraron una sensibilidad del 100% de cultivos de L. monocytogenes
sobre Ampicilina, Penicilina, Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina,
Vancomicina, Rifampicina y Tetraciclina; 71% sobre Ciprofloxacino, 57%
sobre Eritromicina, 29% sobre Cloranfenicol y 14% sobre Acido
Nalidixico llegando a la conclusion de que estos siete antibidticos
mostraron efectividad en un 100% sobre L. monocytogenes y que
ademas han permanecido relativamente estable con el paso de los afios,
aspecto que se ha evidenciado en este trabajo.

Gamboa M. y col 2012 (Colombia). Aislaron y analizaron la
susceptibilidad antimicrobiana de 259 aislados de especies de Listeria
monocytogenes de plantas procesadoras de cerdos en Colombia,
haciendo uso de la técnica de microdiluciéon en caldo (MicroScan
system). Las drogas de eleccion para el tratamiento de la listeriosis
humana permanecieron efectivas. Es asi que el 98,8% de cepas de L.
monocytogenes fueron sensibles a Penicilina y Ampicilina; 96,5% a
Trimetoprim-Sulfametoxazol;, 93,4% a Vancomicina y 84,2%
Eritromicina. Concluyeron ademas que la Concentracion Minima
Inhibitoria (CM!) fue de 0.5 ug/ml para Penicilina, Ampicilina y
Trimetoprim-Sulfametoxazol, 2.0 ug/ml para Vancomicina y 8 uyg/ml para
Eritromicina. Sus estudios indican que estos antimicrobianos pueden ser
administrados en casos de listeriosis humana.

Nifio J., 2012 (Colombia). Aislo y evalud la resistencia antimicrobiana

en cepas de L. monocytogenes aisladas de cortes de carne de origen

porcino mediante la técnica de microdilucién (sistema microScan



system). Obtuvo una incidencia de 33.3% de L. monocyfogenes; con
respecto al perfil antimicrobiano encontré aislamientos resistentes;
75,6% cepas resistentes a Clindamicina; 8,9% a Azitromicina; 8,9% a
Eritromicina y 2,3% a Trimetoprim/ Sulfametoxazol y ninguna cepa
resistente a Penicilina, Ampicilina Acido clavulanico, Meropenem,
Rifampicina, Tetraciclina y Vancomicina. Mostré mediante éste estudio
que lo aislamientos de L. monocytogenes provenientes de muestras de
origen de carne porcino fueron sensibles a los antibidticos mas
comunmente utilizados para tratar la listeriosis humana. Para el caso de
Penicilina y Ampicilina la Concentracién Minima Inhibitoria (CM!) hallada
fue de 0.5 pg/mi, por lo cual recomienda su uso.

Perez E. y col 2012 (EI Salvador). Aislaron cepas de L. monocytogenes
a partir de 24 muestras de espinaca (Spinacea oleracea), para
posteriormente determinar la resistencia microbiana de éstas cepas
frente a tres germicidas utilizados en la desinfeccion de los alimentos a
diferentes concentraciones: hipoclorito de sodio (1 y 2%), acido lactico (1
y 2%) y acido acético (4 y 5%) mediante el método de Kirby Bauer
modificado, utilizando como referencia solucion de yodo 2%.
Identificaron L. monocytogenes en el 71% (17/24) de las muestras de
espinaca, ademas dichas cepas presentaron mayor resistencia al
hipoclorito de sodio (1 y 2%) y al acido lactico (1%), mientras que frente
al acido acético (4 y 5%) no presentaron resistencia, por lo que este
germicida es efectivo contra L. monocytogenes. Los resultados de éste
estudio ponen de manifiesto que el aumento de la resistencia de ésta
bacteria se debe al uso indiscriminado del germicida en hortalizas,
ocasionando tolerancia de la bacteria.

Moura F. y col 2010 (Brazil). Analizaron el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana de 68 cepas de L. monocyfogenes aisladas de humanos.
Los examenes de susceptibilidad se evaluaron usando el método de
difusion en disco y E-test para determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI). Concluyeron que las 68 cepas fueron susceptibles a
Ampicilina, Rifan"\picina, Cefalotina, Eritromicina, Gentamicina,



Teicoplanina y Vancomicina. Para el caso de la Ampicilina se obtuvo
una CMlgs de 1.0 pg/mi, la Rifampicina una CMlg de 0.25 pg/mi
indicando que tiene una actividad efectiva contra L. monocytogenes.

Rojas C. 2007 (Colombia). Evalud cuatro desinfectantes con principio
activo a base de amonio cuaternario (200 y 400 ppm), alquin amin
betaina (0,25 y 0,5% v/v), hipoclorito de sodio (500 y 250 ppm) y acido
lactico (1 y 2 % viv) mediante la técnica de porcentaje de inhibicion,
sobre cepas de L. monocytogenes aisladas de productos carnicos
crudos de una planta procesadora de Bogota. Realizé curvas de
crecimiento de las cepas aisladas, para establecer la fase estacionaria y
enfrentarlos con los desinfectantes. La cinética de crecimiento de cada
una de las cepas de L. monocytogenes mostrd que entra en fase
estacionaria en la hora 12. Asimismo, en las condiciones de ensayo
evaluadas obtuvo un porcentaje de inhibicion del 100% con los
desinfectantes con principio activo a base de amonio cuaternario (200 y
400 ppm), hipoclorito de sodio (500 ppm) y alquin amin betaina (0,5%
v/v), con lo cual demostrd su efectividad.

Balsalobre H. y col 2004 (Espafia). Investigaron la sensibilidad a
diecinueve antibidticos en cepas de L. monocytogenes y Salmonella
enterica aisladas de diferentes alimentos de origen animal, utilizando la
técnica de difusion en placa. Las cepas de L. monocytogenes fueron
sensibles en un 100% a casi todos los antibidticos utilizados, con la
excepcion de una cepa resistente a Tetraciclina. Es asi que L.
monocytogenes fue sensible a Amikacina, Acido Nalidixico, Amoxicilina-
Clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Colistina, Eritromicina, Estreptomicina, Gentamicina, Kanamicina,
Nitrofurantoina, Penicilina, Ticarcilina, Tobramicina, Trimetoprin-
Suifametoxazol y Vancomicina. Por el contrario, en Salmonella enterica
la presencia de resistencia es muy frecuente siendo muy comun la

multiresistencia..



e Best M. y col 1989 (Canadda). Evaluaron la eficacia de 14
desinfectantes sobre cepas de L. monocyfogenes en presencia de
materia organica haciendo uso de pruebas de eficacia cuantitativa.
Muchos de los desinfectantes evaluados no fueron efectivos sobre las
cepas cuando la bacteria estuvo en la superficie de los discos de acero
(prueba del portador) o cuando fueron puestos en suspension (prueba
de suspension). Concluyeron que 3 desinfectantes (Povidona
yodada1%, Gluconato de clorhexidina 4% y Glutaraldehido 2%) fueron
efectivos en la superficies de los discos de acero, pero no fueron
efectivos cuando fueron puestos en suspensién; demas 4 desinfectantes
(Cloramina T 0.4%, Acido fosférico 0.45%, Yodoforo 0.008%, y
Formaidehido 3.7%) fueron muy efectivas cuando fueron puestas en
suspension pero no en la prueba del portador. Estas cepas mostraron
bastante resistencia frente al Etanol 70%, Hipoclorito de sodio 60 ug/mi,
Dicloroisocianurato de sodio 60 ug/ml, Hipoclorito de sodio metilado
0.5%, Glutaraldehido fenato 0.125% Compuesto de amonio cuaternario
0.04% y0.05%. Los resultados presentados generan mucha informacion
en la seleccion del desinfectante apropiado para lugares y/o
instalaciones de investigacion, hospitales y plantas de productos lacteos

y de alimentos.

1.2 HORTALIZAS
Las hortalizas se definen como “cualquier planta herbacea que se puede
utilizar como alimento, ya sea en crudo o cocinada. La parte comestible esta
constituida por sus érganos verdes (hojas, tallos o inflorescencia), raices,
bulbos, frutos y semillas” (Aranceta B. y col., 2006).
En su composicién, son ricas en fibra, vitaminas y minerales, pero con un
contenido bajo de lipidos (menos del 1%) y proteinas (0.6-5%). El agua es
el principal componente de las mismas, pues supone aproximadamente el
90% de su peso, seguida por los hidratos de carbono, mayormente
polisacéridos. Este grupo de alimentos se destaca por su aporte de vitamina
C y carotenos, que les concede una alta capacidad antioxidante (Aranceta
B. y col., 2006).



Tabla N° 1: Hortalizas de uso comiin

Parte de la planta | Nombre vulgar | Nombre cientifico
Zanahoria- | Daucus carota L.
Raices Remolacha Beta vulgaris L. N
Rabano Raphanus sativus var. Alba
Bulbos Cebolla - | Allium cepa L.
Ajo Allium sativum L.
| Puerro Allium porrum L.
Tallos Esparrago | Asparagus officinalis L.
Apio Apium graveolens L.
' Acelga Beta vulgaris var. Cycla L.
Hojas Espinaca Spinacia oleracea L. -
Lechuga Lactuca sativa L. ,
Repollo Brassica rubla oleracea L.
Coliflor Brassica oleracea L.
Flores Alcachofa Cynara scolymus L.
Tomate Licopersicum esculentum L.
Frutos Pepino | Cucumis sativus L.
Pimiento Capsicum annuum L,
Semillas Guisante Pisum sativum L.
Maiz Zea mays L.

Fuente: Torija I., 2002.

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud, en el 2003, recomienda el
consumo de 400g por dia y la Comisién del Codex Alimentarius, en el 2010,
introdujo la campana “cinco al dia” en el que se promueve el consumo de al

menos, 5 porciones de hortalizas cada dia (Goodburn C. y col., 2012).

Globalmente, el consumo de hortalizas se ha incrementado aproximadamente
en 4.5% entre los afios de 1990 y 2004 por varias razones; una de las cuales,
son los beneficios para la salud asociados con su consumo, que ha llevado a
cambios alimenticios de los consumidores que estan mas conscientes e
interesados en los beneficios a la salud y comer de la manera correcta y
equilibrada, con menor proporcion de carbohidratos, grasas y aceites y con una

mayor participacion de la fibra, vitaminas y minerales (Srey S. y col., 2013).



1.2.1 Hortalizas involucradas en brotes de ETAs

Un incremento gradual en la poblacién y en los cambios de estilo de vida y
dieta, asi-como los cambios en las practicas agronémicas, cosecha,
distribucién, produccién y consumo, han incrementado los brotes de
enfermedades. transmitidas por alimentos (ETAs) asociadas al consumo de
hortalizas (Huné Y.y col,, 2010). En el 2008, la FAO y OMS identificaron a las
hortalizas como un' grupo de alimentos de mayor preocupacién en seguridad
microbioldgica (Issa Z. y col., 2011).

La composicion de las hortalizas provee suficientes nutrientes y condiciones
que hacen que sean ideales para el desarrollo de microorganismos
deterioradores y patdégenos, por lo que son asociados con infecciones
microbianas. También pueden contaminarse en cualquier etapa del
procesamiento debido a que se consumen de manera cruda y sin ningtn
tratamiento que garantice su inocuidad por lo que representan un alto riesgo
para la salud (Pangloli P. y col., 2013).

En el 2003, Harrison J. y col, reportaron los microorganismos patégenos
relacionados con enfermedades transmisibles por hortalizas. Estos

microorganismos pueden ser categorizados como sigue:

¢ Microorganismos asociados al suelo: L. monocytogenes, C.botulinum.

e Microorganismos asociados a matéria fecal: Samonella spp., Shigella
spp., E.coli O157:H7.

o Parasitos patégenos: Cryptosporidium, Cyclospora.

e Virus patégenos: Hepatitis A, enterovirus, virus Norwalk.

Muchos de estos microorganismos patégenos pueden contaminar las hortalizas
(via humana o animal). El manejo de frutas y hortalizas por parte de
trabajadores o consumidores infectados, contaminacién cruzada, uso de agua
contaminada, uso inadecuado de estiércol como fertilizante o el contacto con el
suelo, puede ocurrir la contaminaciéon de los alimentos (Bérmudez A. y col.,
2013).

Este microorganismo entra a la cadena de procesamiento de las frutas y
hortalizas desde la granja o debido al ambiente de procesamiento. Se

encuentra presente en el tracto intestinal de los animales y humanos, y se



encuentra ampliamente distribuido en el suelo y en agua residuales y puede
diseminarse en las granjas por la materia fecal de los animales, si este
micfoorganisr_n'o llega a contaminar el ambiente de procesamiehto, puede llegar
a colonizar las superficies de los equipos, sobreviviendo en el suelo y paredes
e incluso en hendiduras de los equipos formando biopeliculas. Se encuentra
ampliamente distribuido en frutas y hortalizas frescas, ha sido aislado en
diferentes productos como en ensaladas, hojas de lechuga, pepino y frutas
rebanadas, asi como en tomate y melén. En 1981, una ensalada, siendo.la col,
el vehiculo de L. mohocytogenes fue asociado, causando un brote de listeriosis
en Canada. Sin embargo, la mayoria de los reportes de listeriosis son
asociados al consumo de frutas y hortalizas frescas, como esparrago, brécoli,

col y coliflor que son almacenados a 4°C (Lamikanra O., 2002).
1.3 LISTERIA

Listeria es un género de bacterias Gram positivas que pueden encontrarse en

el suelo, agua, alimentos y animales.
1.3.1 Clasificacion del género Listeria

Actualmente, se considera que este género comprende ocho especies: L.
monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayi, L.
marthii y L. rocourtiae. Las dos Ultimas fueron descritas en 2010 (Graves L. y
col., 2010), por io que toda la literatura existente hasta ese afio consideraba

que el género Listeria estaba compuesto por 6 especies.

Muy recientemente, se ha propuesto la existencia de una especie nueva de
Listeria, L. weihenstephanensis (Lang H.y col.,, 2013). De las 8 especies
reconocidas actualmente, sé6lo L. ivanovii y L. monocytogenes son patégenas,
considerandose a L. ivanovii como un patégeno animal y a L. monocyfogenes

como un patoégeno animal y humano. (Fajardo 0. y col., 2008).



1.3.2 Listeria monocytogenes
A. - Posicién taxonémica -
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes.
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
‘Familia: Listeriaceae
Geénero: Listeria

Especie: Listeria monocytogenes
Fuente: (Garrity G., 2005)

Listeria monocytogenes fue descubierta por E.G.D. Murray en 1926, cuando
estudiaba una epidemia que afectaba a conejos y cerdos de Guinea, en
Inglaterra (Cossart P., 2007).

Esta bacteria tenia la capacidad de estimular la produccion de monocitos en
conejos produciéndoles monocitosis y por ello recibié el nombre de Bacterium
monocytogenes. Poco después, se la denominé Listeria monocytogenes, en

honor al cirujano inglés Joseph Lister (Pamer E., 2004).

En 1928, se estudiaron los primeros casos de infecciones en humanos y
durante mucho tiempo, se la consideré como una bacteria zoonética. Durante
la segunda mitad del siglo XX, la listeriosis empezé a ser considerada como un
agente de infeccion humana, explicada en parte por los cambios en la
alimentacion y por la introduccién de terapias inmunosupresoras (Disson O. y
col., 2012).

Desde 1980, pasé a considerarse como uno de los patégenos de transmision
alimentaria mas virulentos, ya que el primer brote de listeriosis humana debido
al consumo de comida contaminada ocasioné una alta tasa de mortalidad
(Cossart P., 2007).

La principal razén por la que esta bacteria causa enfermedades severas es su
capacidad para inducir su propia fagocitosis por las células animales, seguida
por una rapida multiplicacion y dispersiéon a otras células adyacentes. Los

factores de virulencia que posee le permiten aprovecharse de las defensas del



hospedador, cruzar las barreras epiteliales y evadir el sistema inmunitario
humoral (Remuzgo M., 2014).

B. Morfologia

L. monocytogenes es un bacilo Gram positivo de pequefio tamafio (0,4-2,0 p),
anaerobio facultativo, no esporulado y flagelado (de 1 a 5 flagelos) mévil a

temperatura ambiente (25°C), pero inmovil a 37°C (Lorber B., 2005).

Es catalasa positiva, oxidasa negativa, fermenta la glucosa y la lactosa, no

ataca la xilosa ni el manitol, no produce H,S (Cecchini E. y col., 2008).

L. monocytogenes crece en medios de cultivo agar — sangre y produce [-

hemolisis débil en placas de agar sangre de cordero (Murria P. y col., 2009)

Figura N° 1: Microfotografia de microscopia electrénica de transmisién

del bacilo L. monocytogenes

La figura muestra un tnico flagelo. Aumentos, 20 000X. La barra de escala indica 2 .
Fuente: (Remuzgo M. y col., 2013).
L. monocytogenes se encuentra como unidades individuales, en pequenos

grupos o en cadenas cortas, pudiendo estar dispuestas en formade Vo Y o en
formas empalizadas. A veces, las bacterias tienen forma cocoide; con un
promedio de 0.5 y de diametro; pudiendo ser confundidas con estreptococos
(Rocourt J. y col., 2007).

La prueba de CAMP (Christie - Atkins- Munch- Peterson), es utilizada para la
identificacion de L. monocytogenes, el resultado sera la presencia de hemolisis

en forma de “punta de flecha” (Jay J. y col., 2002).



C. Movimiento

Se creia que L. monocytogenes tenia los mismos mecanismos que el Vibrio
cholerae que usa sus flagelos para nadar contra el movimiento peristaltico que
sigue el contenido intestinal y penetra la mucosa del intestino, donde se
adhiere. Curiosamente, a pesar de que L. monocytogehes a temperatura
ambiente (20°C - 25°C‘); es activamente movil; por sus flagelos peritricos; tiene
un movimiento caracteristico, basado en un lanzamiento rapido el cual se

combina con salto y rotacién (Todar K., 2012).

A la temperatura corporal de 37°C, estos microorganismos no sintetizan
flagelos, reduciéndose el niumero total de flagelos a uno o dos los cuales estan
situados por lo general en la regién polar de la bacteria. Por ello su virulencia
esta asociada a la capacidad de moverse hacia dentro de las células y entre las
células del huésped, actividad que la realiza por medio de la polimerizacion de
la actina; en un extremo de la bacteria denominandose a esta polimerizacion
“colas crecientes de actina" las que ayudan a que pueda ser impulsada a través
del citoplasma (Todar K., 2012).

D. Distribucion

Esta bacteria crece en un amplio rango de ecosistemas; se encuentra de forma
ubicua en la naturaleza, tanto en el suelo como en la vegetacién en
descomposicion, en agua fresca y en aguas residuales, también forman parte
de la materia fecal de muchos mamiferos (Allen S. y col., 2008), sobre todo en
los animales de granja como los rumiantes quienes pueden ser portadores
sanos de L. monocytogenes y eliminar la bacteria en las heces‘(Norrung B. y
col., 2009).

Esta bacteria es contaminante frecuente de plantas procesadoras de alimentos,
llegando a contaminar las superficies que contactan con los alimentos; incluido
el producto mismo; coloniza a los seres humanos y a diversas especies de

animales, causando zoonosis (AESAN., 2011).
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Figura N°2: Modos mediante los cuales L. monocytogenes se
disemina en el ambiente, en los animales, en los alimentos y en las

personas.

SECRECION Y
EXCRECION DE LOS
ANIMALES

Heces, secreciones de utero

v placenta, membranas.

ANIMAL T MEDIO AMBIENTE | Contaminacién | HOMBRE
| Enferm./ | Contaminacion — >|  Enferm. /
Colonizacion o s “e TIERRA-AGUA N e . colonizacién -
in\testinal 7 Ciéh(‘,'y agua B Hortalizas L A%“as (os, ] intestinal
\ | cesiguaieS—Y T
- ’ (Col, plantas, ensilado) == T

PRODUCTOS ANIMALES

Leche, carne, productos
lacteos.

Fuente: (Audurier A. y col., 1989)

L. monocytogenes esta muy difundida en la tierra, donde puede persistir
durante mucho tiempo, por lo que los vegetales crudos son vehiculos
potenciales de listeriosis humana. Uno de los principales brotes relacionados
con verduras, se dio en Canada (1980), debido a una ensalada de coles, donde
los coles habian sido conservadas en refrigeraciéon por un periodo prolongado,
factor que origino el crecimiento de L. monocytogenes. Dichos coles se habian
cultivado en campos en los que habian pastado ovinos cuya materia fecal

contamino la tierra con L. monocytogenes (ICMSF., 2001).

Esta bacteria patégena ha sido aislada de diversas hortalizas, tales como
tomates, zanahorias, lechugas, repollos, espinacas, pepinos, judias, coliflores,
brocolis, entre otras, en las cuales la contaminaciéon es variable y se ve

influenciada por el lugar de cultivo, la zona de recoleccién, los abonos, la
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temperatura, los procedimientos de lavado, el contacto con el suelo y las

condiciones higiénicas durante el expendio (Carrasco E., 2007).
E. Condiciones de supervivencia

L. monocytogenes posee la capacidad de sobrevivir durante periodos
prolongados en el ambiente (suelo, plantas y agua) y multiplicarse bajo ciertas

condiciones (Allen S. y col., 2008).

Tabla N°2: Factores que impactan en el crecimiento y la supervivencia de

L. monocytogenes

Crecer
Fetior {  Limite Optimo | Limite ; e
inferior | superior 3 ClEEE
Temperatura -1.5-3.0 30.0-37.0 | 45.0 | -18.0
(C°)
pH 42a4.3 7.0 94-95 | 33a4.2
Actividad de 0.90a0.93 0.99 >0.99 <0.90
agua (Aw)
Concentracion <0.5 0.7 12216 > 20
de sal (%) ! |

Fuente: AESAN, 2011

Puede sobrevivir en el interior de los productos alimenticios, pudiendo crecer
en las biopeliculas ubicadas sobre la superficie de distintos alimentos, que han
permanecido durante largos periodos de tiempo en malas condiciones de

almacenamiento (Murray P. y col., 2006).

L. monocytogenes tiene habilidad para adherirse a las superficies formando
biopeliculas de exopolisacaridos generandose asi resistencia a los procesos de
limpieza y desinfeccion. Ello facilita la contaminacion no sélo de los alimentos
sino de equipos y de utensilios en las plantas procesadoras (Pérez R. y col.,
2008).
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1.3.3 LISTERIOSIS HUMANA

A. Origen y transmision de la listeriosis

L. monocytogenes, al tratarse de una bacteria ubiquitaria se puede encontrar
en una amplia variedad de lugares. En el medio ambiente se puede hallar en
suelos, vegetales, pastos, aguas dulces y marinas, lodos, en explotaciones
ganaderas, e incluso eﬁ hogares, puede llegar a sobrevivir de 1-2 afios en ‘
suelo. También se puede encontrar en animales y en el hombre,
encontrandose en un 10-30% y de un 3-11 %, respectivamente, como
portadores intestinales. Este porcentaje aumenta entre personal de laboratorio,
trabajadores de mataderos y veterinarios clinicos. La tasa de estos “portadores
sanos” contrasta con la baja frecuencia con que se detecta la enfermedad: 1 a

3 casos anuales por millén de habitantes (Gémez E., 1993).

La principal via de transmision de L. monocytogenes es la contaminacion en el
origen del alimento, mediante la ingestién de alimentos contaminados. con L.
monocytogenes o bien mediante contacto directo nosocomial (poco frecuente)
o con animales. Otras vias de relevancia son la contaminacién cruzada a partir
de supefficies, instalaciones, equipos de corte, utensilios y manipuladores; a lo
cual hay que sumar la dificultad de eliminar los biofims y el cruce entre
productos frescos y terminados.. Por ultimo, otra de las vias de transmisién es
la materno-fetal, ya que se ha comprobado que puede transmitirse a través de
la placenta (Marco N., 2011).

B. Patogenia

Hoy en dia se han identificado diversos determinantes moleculares de
virulencia que juegan un papel muy importante en la infeccién celular por L.
monocytogenes. Estos determinantes de virulencia comprenden, entre otros,
las internalinas, la listeriolisina O (LLO), la proteina Act A y dos fosfolipasas,. A
pesar de que existe polimorfismo entre diferentes cepas de L. monocytogenes
respecto a algunos de estos determinantes de virulencia, este hecho no puede
correlacionarse con la capacidad o la incapacidad del organismo para producir

enfermedad (Torres y col., 2005).
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C. Ciclo infectivo

L. monocytogenes es intracelular facultativo que penetra en el hospedador a
través del sistema digestivo. Una vez dentro del organismo lleva a cabo su-ciclo

infectivo en 4 etapas:
- Entrada a la célula del hospedero

La internalizacion se lleva a cabo por la formacién de una vesicula fagosémica,
en esta participan dos proteinas de superficie denominadas Internalina A e
Internalina B, cada una provoca un mecanismo de internalizacion de L.
monocytogenes diferente. La primera interviene en la adhesion e invasiéon de
células epiteliales polarizadas como las intestinales. En esta via una serie de
proteinas juegan un rol importante para lograr un rearreglo de los filamentos de
actina, dando como resultado una modificacién de la membrana para la
internalizacién de L. monocytogenes en la célula. Mientras que en la via de
internalizacion mediada por las Internalinas B estd basado en la interaccién de
estas con su receptor lo cual da lugar a una cascada de sefales que producen
la internalizacién de Listeria, esto se da en células epiteliales no polarizadas

como los hepatocitos (Garza V. y col., 2012).
-Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

Una vez internalizada, la bacteria es capaz de escapar del ambiente hostil del
fagosoma gracias a la secrecién de una proteina citolitica activa a bajo pH, la
toxina Listeriolisina O (LLO) responsable de su capacidad de invasion y
virulencia, ya que le permite escapar desde el fagosoma hacia el citoplasma. L.
monocytogenes produce catalasa y superéxidodismutasa, dos enzimas que la
protegen de la oxidacion fagolisosomica. Como consecuencia de la lisis del
fagosoma el microorganismo se libera al citosol en donde se multiplica en un

tiempo de generacién de 50 minutos (Garza V. y col., 2012).
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-Desplazamiento intracitoplasmatico

El movimiento intracelular tiene lugar como consecuencia de un ensamblaje
direccional de monémeros dé actina de la célula hospedera en uno de los polos -
de la bacteria, fendmeno dirigido por la proteina de superficie Act A (Actina A).
De esta manera la morfologia del microorganismo muestra estructuras
(actinicas) semejantes a la cola de un cometa. Consecuentemente la
polimerizacién de la actina aporta la fuerza locomotora para que L.
monocytogenes. transite en el ambiente intracelular a velocidades de 0.05 a 0.3

pm/seg (Garza V. y col., 2012).
-Diseminacién célula a célula

La polimerizacién polar de actina propulsa a L. monocytogenes por el
citoplasma en un movimiento aleatorio que hace que finalmente algunas
bacterias alcancen la periferia de la célula infectada. Alli estas entran en
contacto con la membrana celular, haciendo protusion hacia la célula
colindante provocahdo que produzca prolongaciones alargadas fildpodos o
protusiones que contiene en su extremo una bacteria. Estas estructuras
invasoras son fagocitadas y la bacteria queda encerrada en un fagosoma de
doble membrana, del cual procedera a escapar y a repetir los eventos que
protagonizé anteriormente. Al ser un mecanismo que permite la diseminacion
de la bacteria pdr los tejidos del hospedador sin entrar en contacto con los
efectores humorales del sistema inmune, este fenémeno es crucial en la

autogénesis de la infeccion por L. monocytogenes (Garza V. y col., 2012).

En la figura N°3 se observa paso a paso las etapas del ciclo intracelular de L.

monocytogenes.
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Figura N° 3: Etapas del ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes.

hi

1) Internalizacién mediada por receptores. 2) Dentro de la célula, la bacteria es rodeada por una vacuola 0 membrana fagosomal.
3) Escape de la vacuola por la secrecion de LLO y fosfolipasas. 4) Replicacion en el citosol. 5) Polimerizacién de una red de
filamentos de actina celular en uno de los polos de la bacteria. 6) Movimiento intracelular. 7) Invaginacién de la membrana de la

célula infectada (A) que permite la invasion bacteriana de la célula adyacente. Fuente: (Remuzgo M., 2014).
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D. Caracteristicas clinicas
a. Grupo de Riesgo

La enfermedad esta limitada a varias poblaciones bien definidas cuya
presentacion dependera del estado del hospedador donde los mas susceptibles
son los neonatos, los ancianos, las mujeres embarazadas y los pacientes con

deficiencia en la inmunidad celular (Murray P. y col., 2006).
b. Periodo de Incubacién

El periodo de incubacioén para la enfermedad invasiva es generalmente entre
20 y 30 dias, en personas adultas es de tres a 70 dias, en bebés infectados el
periodo de incubacion es de una a cuatro semanas después del nacimiento
(Torres K. y col., 2005).

c. Signos clinicos

Los sintomas pueden ser ligeros, con una duracién de pocas horas, semanas o
meses (Bravo M., 2004).

Tabla N° 3: Sintomas clinicos asociados con la infeccion por L.

monocytogenes.
Guedo dinfe
Mujeres Fiebre, mialgia, Hemocultivo,
embarazadas diarrea, parto cultivo de liquido
prematuro, aborto, amniético
muerte fetal,
meningoencefalitis
Recién nacidos Sepsis, neumonia Hemocultivo, Prematuro
<7 dias de edad Meningitis, cultivo de liquido
meningoencefalitis  cefalorraquideo
Adultos sanos Diarrea y fiebre Cultivo en caldo Posiblemente
de gran inoculo
enriquecimiento
selectivo

Fuente: (Painter J. y col., 2007)
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Figura N°4: Representacion esquematica de la fisiopatologia de la

infeccién por Listeria monocytogenes.
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Fuente: (Vazquez J. y col., 2001).

d. Mortalidad

La tasa de mortalidad de las infecciones sintomaticas por Listeria (20%-30%)
es mas alta que la de casi todas las restantes toxiinfecciones alimentarias
(Murray P. y col., 2006).

El porcentaje de mortalidad por infecciones en el sistema nervioso central es
alrededor del 20% pero pueden llegar a elevarse hasta un 40% a 60% si esta
asociado con enfermedades recurrentes que debilitan el sistema inmune
(Torres K. y col., 2005).

e. Diagnéstico y tratamiento

El diagnéstico de la listeriosis se realiza mediante el cultivo de L.
monocytogenes a partir de la sangre o del fluido cefaloraquideo. También
puede ser identificada en los alimentos por cultivo directo o por una variedad de
métodos (Brock T. y col., 2003).
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Estudios in vitro demuestran que L. monocytogenes es susceptible a un amplio
rango de antibidticos como Penicilinas, Aminoglucésidos, Trimetoprima,
Tetraciclina, Macrélidos y Vancomicina, la mayoria de ellos bacteriostaticos.
Sin embargo presenta una resistencia natural a las cefalosporinas de tercera

generacion (Swaminathan B. y col., 2007).

El tratamiento de eleccion mas efectivo para los casos de bacteremia,
meningitis 0 abscesos por L. monocytogenes es la administracion de Ampicilina
o Penicilina (betalactamicos que interfieren en la sintesis de la pared celular de
las bacterias). Entre ellos, se recomienda la Ampicilina ya que atraviesa mejor
la BHE. Para que el efecto sea mas rapido, al menos, durante los primeros dias
de tratamiento se aconseja administrar junto con un aminoglucésido,

generalmente, Gentamicina (Moragas M. y col., 2010).
E. Epidemiologia

Aunque la listeriosis es una fraccion muy pequefia de todas las ETAs
conocidas, es una causa importante de enfermedad grave, que representan
aproximadamente el 3.8% de las hospitalizaciones y el 27.6% de mortalidad
(Painter J. y col., 2007) pudiendo alcanzar entre el 30% al 40% de las muertes

por enfermedades transmitidas por los alimentos (Datta A., 2003).

Es una enfermedad esporadica que se ve durante todo el afio, aunque su
incidencia maxima ocurre en los meses mas calidos. Se ha calculado que cada
afio se producen alrededor de 2,500 infecciones, pero muchas de ellas son de
caracter leve y por lo tanto no se registran (Murray P. y col., 2006). Debido a
ello a pesar de que la infeccion asintomatica es bastante rara, siempre se debe
sospechar en el caso de huéspedes inmunodeprimidos Existen casos
esporadicos (fuera de los brotes de transmisién alimentaria) en tasas
anualizadas de menos de un caso por 100,000 habitantes, aunque la infeccion
es mas frecuente en los lactantes (10 casos por cada 100,000 habitantes) y los
ancianos (1.4 casos por cada 100,000 habitantes) (Allen S. y col., 2008).

La ingestion de L. monocytogenes a través de los diferentes alimentos puede
ser habitual, aunque tras las regulaciones realizadas en la industria alimentaria

su incidencia anual ha disminuido (4.4 casos por millén de habitantes
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actualmente en Io‘s Estados Unidos). En Espafa, probablemente por el mismo
motivo, la incidencia ha disminuido de 10.95 casos a 2.4 casos por millon de
habitantes de 1990 a 1992 (Aguado G. y col., 2006).

Dada la ubicuidad de la bacteria en los alimentos, es probable que los seres
humanos tengan contacto diario con esta bacteria y ocurra una colonizacién
transitoria en la mayoria de individuos; se estima que entre el 1y el 5% de los
individuos sanos son portadores y eliminan al patégeno en la materia fecal
(Murray P. y col., 2006).

1.4 AGENTES GERMICIDAS

Son sustancias que destruyen microorganismos (pero no esporas). Este tipo de
compuestos reciben el nombre axiomatico de bactericidas, fungicidas,
virucidas, amebicidas, etc., segun el tipo de microorganismo sobre el cual
actien. Los germicidas pueden ser antisépticos o desinfectantes (Betelgeux,
2013).

1.4.1 Antisépticos y Desinfectantes

Los antisépticos son sustancias empleadas en tejidos vivos, que previenen o
impiden el crecimiento o la accién de microorganismos por inhibicion de su
actividad o por la destruccion de ellos. Los desinfectantes son agentes
antimicrobianos que se emplean solamente sobre objetos inanimados o medios
inertes. Para la FDA (Food and Drug Administration) los desinfectantes son
sustancias quimicas capaces de destruir en 10 o 15 minutos los gérmenes
depositados sobre el material inerte; deben alterar lo menos posible el sustrato
donde actdan (Negroni M., 2009).

Factores que afectan la efectividad de antisépticos y desinfectantes

= El tipo de agente microbiano o infeccioso.
= El tiempo de contacto.

» La curva de muerte del agente infeccioso.
= | atemperatura.

» La concentracion.

= ElpH.
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» La formulacion o el tipo de preparado.

= La interferencia de sustancias en el medio que actiian como barrera

(Negroni M., 2009).

Tabla N° 4: Clasificacion de Antisépticos y Desinfectantes

l. Alcoh_oles

Alcohol etilico

Alcohol isopropilico.

Il. Aldehidos
Formaldehido
Glutaraldehido._

ll. Oxidantes

Oxido de etileno
Peréxido de hidrogeno

Permanganato potasico

IV. Biguanidas

Clorhexidina

V. Compuestos clorados

Cloro y cloréforos
Cloraminas
Hipoclorito de sodio

Oxicloroseno

VI. Compuestos yodados

Tintura de yodo.
Yodéforos: povidona yodada

VII. Fenoles

Fenol
Hexiresorcinol
Parabenos
Hexaclorofeno

Triclosan

Vill. Tensioactivos cationicos

Benzalconio =

Metilbencetonio

IX. Compuestos de mercurio

Mercurocromo

Timerosal

X. Compuestos de plata

Nitrato de plata
Sulfadiazina argéntica

Fuente: (Florez J., 2008).

El objetivo de los agentes germicidas es disminuir el numero de
microorganismos, de forma que los que sobrevivan (algunas esporas y
posiblemente unas pocas formas vegetativas muy resistentes) no influyan en la
calidad microbiolégica de las muestras y productos que contactan con las

superficies desinfectantes (Arias J. 2006).
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A. FORMALDEHIDO

Conocidos comunmente como formol, formalina y aldehido férmico. El
formaldehido es un gas incoloro, de olor irritante y lacrimégeno, soluble en
agua y tiene un pH débilmente acido. Se utiliza como desinfectante de alto nivel
en estado liquido y gaseoso. Principalmente se utiliza en solucién acuosa, en
estas condiciones posee actividad bactericida, fungicida, virucida, tuberculicida
y esporicida (Leveau J. y col., 2002). Su uso clinico es generalmente como
desinfectante y esterilizante. Las concentraciones de formaldehido iguales o
superiores al 5% constituyen un eficaz desinfectante liquido de uso muy

extendido. Nivel de accién alto (Power E., 1995).
Mecanismo de accion

El formaldehido actua sobre las proteinas por desnaturalizacién, y sobre los
acidos nucleicos y las proteinas por alquilacién. A nivel de los acidos nucleicos
la reaccion es irreversible. El formol es un producto quimico extremadamente
reactivo y que interactia con proteinas, ADN y ARN in vitro. Esto lo hace un
producto esporicida, en virtud a su habilidad de penetrar dentro del interior de

la espora de la bacteria (Power E., 1995).
Ventajas

* Bactericida-fungicida

* No corrosivo

* Buena enjuagabilidad

* Bajo costo.

« Activo en presencia de materia organica

» Necesita de 6 a 12 horas para eliminar bacterias y de 2 a 4 dias para eliminar
esporas, aln a altas concentraciones.

Desventajas:

* Olor desagradable

* Lacrimégeno
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* Posibles riesgos toxicos por inhalacion.
« Irritante en forma de gas
(Leveau J. y col.,-2002).

Adveﬁenbia: El forrhaldghido esta considerado- como probable carcinogénico
(evidencias suficientes en animales, pero limitadas en seres humanos). (GTM.,
2014). '

B. HIPOCLORITO DE SODIO

El hipoclorito de sodio es una solucion clara de ligero color amarillento y un olor
caracteristico. Como agente blanqueante de uso doméstico normalmente
contiene 5% de hipoclorito de sodio (con un pH alrededor de 11, es irritante). Si
esta a mayor concentracion, contiene un 10 a 15% de hipoclorito de sodio (con

un pH alrededor de 13, se quema y es corrosivo) (Lenntech., 2013).

El hipoclorito de sodio es de amplio espectro con actividad germicida contra
virus, bacterias alcohol acido resistentes y no acidas, esporas, hongos, algas y
protozoarios, al tiempo que presenta un riesgo ambiental minimo. Sin
embargo, la toxicidad del cloro para los microorganismos varia ampliamente, y
depende de las condiciones del agua, la temperatura y las especies del

organismo objetivo (King K., 2001).

Este agente germicida es relativamente inestable a la temperatura y a luz. Los
derivados clorados, en forma de polvo, son mas estables pero sensibles a Ia
humedad. El cloro gaseoso, el hipoclorito de sodio y los derivados clorados dan

acido hipocloroso (HCIO) en presencia de agua. (Leveau J. y col., 2002).
Mecanismo de accion.

El mecanismo de accién sobre los microorganismos es poco conocido, pero se
postula que actian inhibiendo las reacciones enzimaticas y desnaturalizando
las proteinas. Sin embargo se ha demostrado que el acido hipocloroso (HCIO)
es el responsable de la destruccién de los microorganismos. Concretamente es
la forma no disociada la que presenta mayor capacidad microbicida. Debido a
gue la disociacién del acido hipocloroso depende del pH (en pH acido aumenta

la forma no disociada) la eficacia del producto es mayor a pH acido que a pH
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basico (pese a ser mas estable a pH basico). Se postula también que el
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de reacciones enzimaticas
claves por la accién oxidativa del cloro sobre los grupos SH de las enzimas.
También contribuye a la inactivacién la unién del cloro a algunos componentes
de la pared bacteriana. Presenta un inicio de accién rapido pero no muy

prolongado (Negroni M., 2009). »
Ventajas

* Son eficaces contra una amplia variedad de bacterias, hongos y virus
+ Bajo costo

* Se presentan en forma liquida o granulada

+ Se puede anadir a agua de bebida.

* Buena enjuagabilidad.

* Actia rapidamente

* No se origina subproductos téxicos, baja toxicidad.

Desventajas

* Son inestables frente al calor

* Riesgos de corrosion

* Inactivo en presencia de materia organica

* Inactivado por la luz solar

* Inactivo en agua dura

» Se volatiliza rapidamente

« Inestabilidad ligada a la temperatura (Leveau I. y col., 2002).

Advertencia: El hipoclorito de sodio no figura en listados de cancerigenos,
pero la solucion acuosa de NaClO basa su riesgo en su poder corrosivo y sus

propiedades irritantes derivadas de su alcalinidad (GTM., 2014).
C. ACIDO ACETICO

El 4cido acético conocido también como acido etandico, acido etilico y acido de

vinagre, es un liquido incoloro transparente, con un fuerte olor caracteristico y

24



de sabor marcadamente acido. Una solucién que contiene 4% P/V se conoce
como vinagre artificial o condimento no fermentado. Es soluble en agua,
alcohol y glicerina. El acido acético por ser un acido organico requiere de
concentraciones altas para que sea efectiva al descontaminar diversos
agentes. Este acido ha sido investigado como una agente antimicrobiano
(Vermeulen A. y col., 2007).

Mecanismo de accion

Su uso como antiséptico se basa en su capacidad de proporcionar una
acidificacion al medio donde es aplicado, teniendo de este modo propiedades
antibacterianas y antifingicas. Su actividad depende de la concentracién a la

que se utilice (Vermeulen A. y col., 2007).
Espectro de actividad

Antiséptico de nivel intermedio. Eficaz frente a bacterias Gram positivas y
negativas. No es activo frente a virus ni micobacterias. Cierta actividad frente a

protozoos y hongos (Vermeulen A. y col., 2007).

Tabla N° 5: Espectro de actividad del acido acético

Gram Gram Micobacterias | Hongos | Protozoarios

positivos | negativos

o ++ - + +

Fuente: (Vermeulen A. y col., 2007).

Las soluciones de acido acético deben guardarse en lugares frios y en
recipientes bien cerrados para que los gases no se evaporen (Vermeulen A. y
col., 2007).

Advertencia: No esta considerado como carcinégeno, sin embargo provoca
efectos inmediatos en la salud como quemaduras, corrosion e irritaciones en

los ojos, mucosas, piel y en el tracto respiratorio (GTM., 2014).
D. ACIDO CITRICO

El acido citrico, acido citrico monohidratado, acido de limén es un &acido

organico. Se presenta en grandes prismas rémbicos, incoloros, translucidos,
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inodoros y de sabor acido. Ordinariamente se extrae del zumo de-los limones.
También se produce haciendo fermentar la glucosa o la maltosa por ciertos
hongos (Llano T., 2007).

Mecanismo de accién

La actividad antimicrobiana del acido citrico se debe a las moléculas no
disociadas de este compuesto. Segun la hipotesis mas sostenida el acido
citrico elimina a las bacterias por interferir con la permeabilidad de la
membrana celular al producir un desacoplamiento en el transporte de sustratos
y en la fosforilacion oxidativa del sistema trasportador de electrones. Este.
fenébmeno da Ilugar a la acidificacion del contenido celular, que es
probablemente la principal causa de la inhibicion de los microorganismos
(Llano T., 2007).

Espectro de actividad

Por su solubilidad, sabor y baja toxicidad, el acido citrico es muy utilizado como
conservante bacteriostatico de uso alimentario y regenerador de brillo en
aceros inoxidables de uso en industrias alimentarias (Laboratorio Lopez Valero,
S.L, 2015).

Advertencia: Esta mezcla no esta clasificada como peligrosa segin la

legislacién de la Unién Europea (Merck., 2006).
E. TINTURA DE YODO

La “tintura de yodo” ha sido usada, durante mucho tiempo como el mejor
antiséptico cutaneo. Es una mezcla que contiene 2% de yodo mas 2 % de
yoduro potasico. Se usa diluido al menos diez veces su volumen en alcohol de
70° para evitar su efecto irritante. Su maximo efecto bactericida lo tiene a pH
menor de 6. Tiene una accion muy rapida y bastante duradera, su
concentracion habitual de uso es entre 1% a 2% de yodo y yoduro de potasio
en 70% de alcohol. En microbiologia se utiliza ampliamente como solucion de
referencia para la aplicacion del método de Kirby Bauer Modificado, por ser una
sustancia de amplio espectro contra los microorganismos (Remington A.,
2001).
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Mecanismo de accion

Su accién se produce por oxidacion e inactivacion de los cdmponentes
celulares. Es. oxidante, precipitante de proteinas bacterianas y 4acidos
nucleicos. Altera las membranas celulares al unirse a los C=C de los acidos
grasos, todo ello le permite que sea muy activo contra todos Ilos

micifoorganismos (Aré\/alovJ., y col., 2010).
Espectro de actividad

Tiene un amplio espectro de accién, incluyendo bacterias Gram positivas,
Gram negativas, hongos, micobacterias, virus e incluso esporas (Arevalo J., y
col., 2010).

1.5 ANTIBIOTICOS

El término antibiético deriva de la palabra antibiosis creada en 1889 por Jean
Paul Vuillemin en su trabajo “Symbiose et Antibiose” y literalmente significa
contra la vida. En 1942 Waksman, definié el término como aquella sustancia
que generada por un microorganismo tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento e incluso destruir a otros microorganismos. Posteriormente la
definicion se extendié para incluir cualquier sustancia producida por un
organismo vivo que, en bajas concentraciones, fuera capaz de inhibir el
crecimiento o anular la vida de una o mas especies microbianas. En la
actualidad en el término se incluyen no solo las sustancias naturales, sino
también los derivados semisintéticos y los quimioterapicos que se obtienen por

sintesis quimica. (Moellering R., 2003).

A modo de resumen, en la Figura N°5 se puede ver una representacién de las
fechas aproximadas de la utilizaciébn practica de diversos grupos de

antibioticos.
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Figura N° 5: Fecha de introduccién de diferentes antibiéticos en la

practica clinica.

1930 1940 1950 1960 1970 2000

Fuente: (Sjélund M., 2008).

1.5.1 Clasificacion de los Antibiéticos
A. Por su efecto antimicrobiano
o Bacteriostaticos.
e Bactericidas.
B. Por su espectro de actividad
¢ Amplio espectro.
e Espectro reducido.
C. Por su estructura quimica, se agrupan en familias con propiedades
generales similares
e Betalactamicos.
e Tetraciclinas.
¢ Quinolonas.
¢ Aminoglucésidos.
e  Glucopéptidos .
e Macrolidos, etc.
D. Por su mecanismo de accion
e Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

e Alteracion de la funcién de la membrana.
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¢ Inhibicion de la sintesis de proteinas.

¢ Inhibicidon de la sintesis o funcion de los acidos nucleicos.

(Garcia J. y col., 1999).

Tabla N° 6: Clasificacién de los antibiéticos segun su modo de accion.

Grupo antimicrobiano

Ejemplos

Diana molecular

Inhibidores de la pared celullm'
Penicilinas
_ Cefalosporinas

Carbapenémicos

-lactamicos

Monobactamicos

Glicopéptidos

Fosfonatos

Inhibidores de la sintesis proteica

Aminoglicosidos

Tetraciclinas
Macrolidos
Lincosamidas
Cloranfenicol
I}l};ib;.IIOI'e:S (Ié los a;c-idogn;)cléicos

Sulfonamidas
Trimetoprima
Quinolonas

Rifampicinas

Polimixinas

Fuente: (Edwards D., 1980)
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Penicilina G
Ceftriaxona
Imipenem
Aztreonam
Vancomicina

Fosfomicina

Gentamicina
Estreptomicina
Kanamicina
Doxiciclina

Eritromicina

Clindamicina

Cloranfenicol

Sulfonamida
Trimetroprima
Ciprofloxacino

Rifampicina

Antibidticos que afectan ala integridad de la membrana

Polimixina E

Proteinas de unién a penicilina

Precursores de la pared celular

enolpiruvato-transferasa

Subunidad ribosomal 308

Subunidad ribosomal 30S
Submidad ribosomal 530S
Subunidad ribosomal 508

Subunidad ribosomal 50S

Sintesis de acido folico
Siutesis de acido félico
ADN girasa, topoisomerasas

ARN polimerasa

Membrana celular




1.5.2 Mecanismo de accion

Los antibitticos se agrupan en funcién a su blanco de accién. Algunos actdan
sobre la sintesis de la membrana o pared celular, otros sobre el ADN
(replicacién), la transcripcion, la biosintesis de proteinas o sobre el
metabolismo (Martinez J. y col., 2007).

1.5.2.1 Inhibiciéon de la sintesis de la Pared celular:

Todas las células de los mamiferos como las bacterias, tienen membranas
celulares necesarias para su integridad funcional, pero las bacterias tienen
ademas de la membrana celular una pared celular externa rigida de la que
carecen las células de los mamiferos. La lesién de la pared celular o la
inhibicion de su formaciéon pueden conducir a la lisis de la célula. El anillo B-
lactamico de la Penicilina hace que la pared celular pierda su acciéon de
contenedor lo que permite la lisis de la bacteria. En bacterias Gram positivas, la
pared es accesible, por el contrario en bacterias Gram negativas la pared se
encuentra entre dos membranas y no hay tal accesibilidad, por lo que ha sido
necesario producir por sintesis quimica nuevos preparados capaces de ejercer

su accion (Martinez J. y col., 2007).
1.5.2.2 Alteracion de la funcion de la Membrana celular

La membrana celular es una barrera selectiva que mantiene la composicién
interna de la célula. Si la integridad funcional de la membrana se altera, los
iones y macromoléculas se escapan y la célula se lesiona y muere (Martinez J.
y col., 2007).

1.5.2.3 Inhibicién de la sintesis de proteinas

La sintesis de las proteinas tiene lugar gracias a la traduccién de la informacién
genética codificada en el ARNm. Los ribosomas o unidades funcionales de la
sintesis proteica de las bacterias y de los mamiferos no se dividen en las
mismas subunidades, diferencia que explica por qué los farmacos
antimicrobianos inhiben los ribosomas bacterianos sin tener efecto en las

células de los mamiferos. En general, los antimicrobianos que inhiben la
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sintesis proteica tienen efecto bacteriostatico, excepto los aminoglucosidos que

son bactericidas (Martinez J. y col., 2007).
1.5.2.4 Inhibicion de la sintesis o funcién de los Acidos nucleicos

De tres formas:
¢ Interfiriendo ia replicacion del ADN. (Quinolonas)
e Impidiendo la transcripcién. (Rifampicina, Actinomicina).
e Inhibiendo la sintesis de los metabolitos esenciales. (Sulfamidas,
Timetropin).(Martinez J. y col., 2007).

1.6 Metodo de Kirby Bauer modificado

La técnica estd basada en el método originaimente descrito por Bauer, Kirby,
este método de difusion en disco o en pozo fue estandarizado y es actualmente
recomendado por el NCCLS (National Committee for clinical Laboratory
Standars) de Estados Unidos. El fundamento de esta determinacién es
establecer, en forma -cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias,
ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de
procesos infecciosos (NCCLS, 2000).

Este método consiste en medir el halo de inhibicion producido por un
desinfectante o un antiséptico preparado a una concentracién determinada, al
difundirse sobre la superficie del medio sélido cubierta con el microorganismo
de prueba y compararlo con el halo de inhibicién producido por una solucién de
Yodo. Generalmente se utiliza una solucién de referencia con efectividad
conocida para establecer una comparacion con las sustancias de prueba, una
de las mas utilizadas es el yodo al 2% debido a su amplio espectro contra
microorganismos tales como bacterias, hongds y protozoarios. Asi, este
método permite determinar la Concentracién Inhibitoria Minima del
desinfectante en estudio al verificar que el halo de inhibicién producido por el
desinfectante sea mayor al halo de inhibicién producido por la solucién de Yodo
(Toledo M. y col., 2001).
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1.7  Método M.I.C.E (Minimum Inhibitory Concentration Evaluators)

El M.I.C.E (Minimum Inhibitory Concentration Evaluators), es un sistema péra
determinar cuantitativamente la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de un
antibidtico frente a un microorganismo problema. El M.I.C.E proporciona una
gradiente de antibidticos estabilizada en una tira de plastico con 30
graduaciones, para dar una CMI en el intervalo de 0,015 pg/ml - 256 ug/ml
(también se dispone de tiras especiales para niveles bajos y altos). Estas tiras
M.l.C.Evaluator son producidas por Thermo Fisher Scientific (Basingstoke,
Reino Unido) (Oxoid, 2010). ’

Ventajas:

o Valores exactos de la CMI.

e El gradiente de antibiético proporciona un excelente contraste con el
agar.

e El aumento del tamario de la fuente hace que la lectura sea mas facil y
rapida.

¢ La escala conforma los estandares internacionales.

e Facil de manejar.

¢ Adaptado a cumplir con los requisitos clinicos (Oxoid, 2010)

Figura N° 6: Forma de actuacion de las tiras M.I.C.E

Fuente: (Oxoid, 2010).
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1.8 PERFIL BIOQUIMICO PARA LA IDENTIFICACION DE LISTERIA

1.8.1 Sistema Miniaturizado API Listeria

La galeria APl es un sistema estandarizado y miniaturizado para la
identificaciéon de espécies del género Listeria que utliza ensayos
miniaturizados, asi como una base de datos especifica. El sistema consta de
10 microtubos‘ que contienen los sustratos deshidratados y permiten la

realizacion de ensayos enzimaticos o de fermentacion de aziicares.

Las reacciones que se producen durante la incubacion se traducen en cambios
de color, bien espontaneos o bien provocados mediante la adicién de reactivos.

Tabla N°7: Tabla de identificacion API Listeria

Tests Componentes  Cantidad Reacciones Resultados
activos (mg/cup.) | Negativo | Positivo
DIM Sustrato 0,106 "Diferenciacion ZYMB/<3 | ZYMB/<3
enzimatico L. innocua/ L. min
monocytogenes Naranja min
palido Naranja
Rosa beige
Gris beige
ESC Esculina 0,16 Hidrolisis (Esculina) Amarillo Negro
citrato férrico 0,024 palido
oaMAN | 4-nitrofenil- 0,045 A- MANosidasa
aDmanopiran Incoloro Amarillo
osi
da
DARL i D- Arabinol | 0,4 Acidificacién
! | (D-Arabinol)
XYL D-Xilosa 0,4 Acidificacion ( Xilosa)
RHA | L-Rhamnosa ! 0.4 Acidificacion(RHAmno
| sa) :
MDG Metil- 0,4 Acidificacién (Metil- Rojo/ rojo Amarillo/
aDglucopiran aDGlucopiranosido) | anaranjado | amarillo
osi anaranjado
do
RIB ' D-Ribosa 0,4 Acidificacion (RIBosa)
G1P Glucosa-1 0,4 Acidificacién
Fosfato (Glucosa-1-
Fosfato)
TAG | D-Tagatosa : 0,4 Acidificacién ' ,
| | (TAGatosa) i |

Fuente: (BIOMERIEUX SA., 2010).
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La lectura de estas reacciones se realiza ‘con la ayuda de la Tabla de
Identificacidn y la interpretacién se realiza tras consultar Ia lista de perfiles de la
ficha técnica o cbn la ayuda de un software de identificacion. La composicidén
de la galeria API Listeria esta conformada por: Galeria API Listeria, Ampollas
de suspensi(’)n medium (agua desmineralizada), ampolla de Reactivo ZYM,
camaras de in'cubacién, hoja de resultados y ficha técnica. Este sistema API
Listeria es producida por Oxoid, Biomérieux SA, Francia (Biomérieux SA.,
2010).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1 AREA DE ESTUDIO

Para la presente. investigacion, las muestras de hortalizas se obtuvieron en

cinco mercados bfihcipales de la Ciudad del Cusco: Central de San Pedro,

Rosaspata, Ttio, Wanchaq y Vinocanchén. El trabajo de investigacion se llevo a

cabo durante los meses de Diciembre 2014 a Julio 2015.

2.2 MATERIALES

2.2.1 Muestra

100 muestras de hortalizas obtenidas en cinco mercados: 20 de lechuga,
20 de espinaca, 20 de tomate, 20 de zanahoria y 20 de rabanito.

Cepas de ensayo

Cepa de Listeria monocytogenes ATCC 19118

Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Material de Muestreo

Camara fotografica digital LUMIX DMC-FS12

Bolsas de polipropileno estériles

Cooler

Libreta de campo

Medios de Cultivo

Agar Oxford base (Scharlau, Union Europea)

Agar selectivo PALCAM Listeria (Base) segin VAN NETTEN (Merck,
Alemania)

Agar CASO (Merck, Alemania)

Agar Nutritivo (Merck, Alemania)

Agar Hierro tres azucares (Merck, Alemania)

Agar Mueller Hinton (Merck, Alemania)

Agar MIO (Merck, Alemania)

Agar Sangre Base (Merck, Alemania)

35



Caldo de Enriquecimiento selectivo para Listeria segun Fraser (base)
(Merck, Alemania)

Caldo UREA (Merck, Alemania)

Caldo Tripficasa.Soya (Merck, Alemania)

Caldo Infusion Cerebro Corazon (Merck, Alemania)

Extracto de levadura granulada (Merck, Alemania)

Suplemento Selectivo para Listeria segtin Fraser (Merck, Alemania). -

Evaluadores de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (M.I.C.E)
Ampicillin 256 M.L.C.E (Oxoid, United Kingdom)

Penicillin 256 M.1.C.E (Oxoid, United Kingdom)

Erythromycin 256 M.I.C.E (Oxoid, United Kingdom)

Gentamicin 256 M.I.C.E (Oxoid, United Kingdom)

Vancomycin 256 M.I.C.E (Oxoid, United Kingdom)

Agentes Germicidas

Hipoclorito de sodio 4% (Clorox, Pert)
Acido acético 50% (DIAGTEST, Per()
Acido citrico 100%(Merck, Alemania)
Formaldehido 37% (Merck, Alemania)
Tintura de Yodo 2% (Portugal, Pert)

Reactivos
Reactivo de Kovacs (Merck, Alemania)
Perdxido de Hidrogeno 30% (Merck, Alemania)
Sistema de identificacion API Listeria (bioMérieux, Francia)
Mac Farland standard (bioMérieux, Francia)
D-Glucosa (Riedel-de Haen)
Bateria de coloracién Gram
- Solucion cristal violeta
- Solucién yodo
- Solucién alcohol acetona

- Solucién safranina.
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Equipos

Balanza digital (Kessel S.A)

Vortex (Kessel S.A)

Destilador (Ivimen)

Contador de colonias (KENKO)
Espectrofotémétro (PG Instruments)
Incubadora (Kessel S.A)
Refrigeradora (BbSCH)

Horno Pasteur (Memmert)

Autoclave (Phoenix)

Microscopio Optico (Leica)
Materiales de Vidrio

Tubos de ensayo con tapa rosca de 10 a 15 ml
Matraces Erlenmeyer de 500 a 250 ml
Placas Petri

Probetas 100 ml

Pipetas Pasteur 0,1; 5y 10 ml
Frascos de dilucion 250 mi

Vasos de precipitacion

Laminas porta objetos

2.2.10 Otros Materiales

Mechero Bunsen

Gradilla metalica

Hisopos estériles

Pro pipeta

Micropipeta de 10-100 pL
Puntas para micropipetas
Vernier

Asa y aguja de siembra
Algodén

Pabilo

Plumén marcador
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¢ Cinta maskin

e Papel craft

e Papel aluminio

e Tijera

¢ Pinzas

e Pinzas estériles

e Cilindros de acero inoxidable estériles
e Guantes

e Mascarillas

2.3 METODOLOGIA
2.3.1 MUESTREO Y TOMA DE MUESTRA

Para la recoleccion de las muestras de hortalizas se realiz6 el muestreo
aleatorio simple, debido a que todas las muestras tienen la misma posibilidad

de ser seleccionadas (tabla N° 8).

Para el muestreo y toma de muestra se utilizé6 la metodologia descrita por
Hitchins A., 2008. Las muestras de hortalizas se colectaron asépticamente en
bolsas de polipropileno estériles, se rotularon correctamente e inmediatamente
se las traslad6 en un cooler al Laboratorio de Control de Calidad de Aguas y
Alimentos en el pabellon de Control de Calidad de la Facultad de Ciencias,
UNSAAC. El muestreo se llevé a cabo durante los meses de Diciembre 2014 a
Enero 2015.

Tabla N° 8: Mercados y hortalizas muestreadas

Mercados Hortalizas
Lechuga | Espinaca | Tomate | Zanahoria | Rabanito | TOTAL

San Pedro 4 4 4 4 4 20
Rosaspata 4 4 4 4 4 - 20
Ttio 4 4 4 4 4 20
Wanchaq 4 4 4 4 4 20
Vinocanchén 4 4 4 4 4 20
TOTAL 20 20 20 20 20 100

Fuente: Elaboracién propia
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2.3.2

Aislamiento de Listeria spp.

El procesamiento de las muestras de hortalizas se realizé siguiendo las
técnicas descritas en el Bacteriological Analitycal Manual de la Food and
Drug Administration (Hitchins A., 2008), como se describe a

continuacion:
Pre- enriquecimiento

Se pesoé asépticamente 25 gr por cada muestra obtenidas.

~Se coloco la muestra en frasco conteniendo 225 ml de Caldo de

Enriquecimiento selectivo para Listeria segtin Fraser (base).
Seguidamente se homogenizé durante 1 minuto

Se procedio a incubar a 37°C por 4 horas
Enriquecimiento

Se adicion6 0.9 ml de suplemento selectivo para Listeria segun Fraser, a
cada muestra pre-enriquecida.

Se continué con incubacién a 37 °C hasta completar a 48 horas.

Aislamiento

Se sembré un inoculo a partir del caldo enriquecido anterior en placas
con agar Oxford y Palcam mediante la técnica de estria en cuatro
cuadrantes.

Posteriormente se incub6 a 37 °C por 24-48 horas

Se aisl6 las colonias compatibles con el género Listeria.

En el agar Oxford, la presencia de colonias pequefias, redondas, color
gris azulado rodeadas de un halo negro y con una depresion central se
considera compatibles con el género Listeria; en agar Palcam, la
presencia de colonias pequefas, redondas, color verde grisaceo
rodeadas de un halo marrén- negro, se consideran compatibles con el
género Listeria.

Finalmente se repicé en agar CASO- extracto de levadura 0.6% vy en

caldo Tripticasa Soya- extracto de levadura 0.6%. (Anexo N°1).
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2.3.3 Identificacion de Listeria monocytogenes

2.3.3.1 - Perfil bioquimico convencional

Se realizé las pruebas de identificacion convencionales: Coloracion
Gram, ureasa, Indol, TSI, catalasa, movilidad a 25 °C, prueba de CAMP
(Koneman E. y col., 2008).

Tincion de Gram:

En un pohaobjetos se preparé un frotis de la muestra a observar y se fij6
a llama directa.
Se cubrié el frotis con cristal violeta y se dejo reaccionar por 1 min. Se

quité el exceso de colorante y se lavé con agua corriente.

En seguida se aplico la lugol, se dejé reaccionar por 1 min y se lavé con
agua corriente. Con cuidado se agregd alcohol acetona, gota a gota con

el portaobjetos inclinado, se lavé con agua corriente.

Se cubrio el frotis con la soluciéon de safranina y se dejé reaccionar por

30 segundos, se lavé el exceso de colorante y se dej6 secar al aire.

Se observo al microscopio (INCB, 2002).

Prueba de catalasa:

Se recogié con un asa de inoculacion el centro de una colonia obtenida
de un cultivo puro. Se coloco sobre un portaobjetos, se agregé una gota
de H.0O, al 30% sobre el cultivo y se verificé la generacién de burbujas.

Se selecciond como positiva la presencia de burbujas (INCB, 2002).

Prueba de Ureasa:
Se tomé una colonia tipica de las placas con CASO-extracto de levadura
(0.6%) y se inocul6 en tubo conteniendo caldo Urea.
Se incubd a 37°C/24 horas.
La aparicién de una coloracién roja se denota como positivo y la

coloracién amarilla demostra un resultado negativo (FDA-CFSAN, 2002).
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Prueba de Indol:

Se tomé una colonia tipica de las placas con CASO-extracto de levadura
y se inocul6 en un tubo que contenia MIO.

Se incub6 a 37°C/24 horas

Se agreg6 3 gotas del reactivo de Kovacs

La aparicién de un anillo de coloracion roja se denota como resultado
positivo y un anillo de coloraciéon amarilla demostra un .lr;asultado ‘
negativo (FDA-CFSAN, 2002).

Prueba de TSI:

Se tomd una colonia tipica de las placas con CASO-extracto de levadura
(0.6%) y se inocul6 en tubos conteniendo TSI
Se incubo a 37°C/ 24 horas (FDA-CFSAN, 2002).

Prueba de Movilidad:

Se tomo una colonia tipica de las placas con CASO-extracto de levadura
(0.6%) y se inoculé por puntura en un tubo que contenia el medio MIO.
Se incubo por 7 dias a temperatura ambiente.

Se observé diariamente la movilidad de la bacteria (FDA-CFSAN, 2002).

Prueba de CAMP:

Se sembré dos estrias de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
en paralelo y diametralmente opuesto el uno del otro en placas de agar
sangre.

Seguidamente se sembr6 una estria de la muestra presuntiva de forma
horizontal entre las estrias paralelas de Staphylococcus aureus.

Se incub6 a 37°C/24 horas.

El sinergismo se observa como una area de hemolisis en forma de
- “punta de flecha” en la zona de desarrollo mas cercana a ambas estrias
- (FDA-CFSAN., 2002). (Anexo N°2)
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2.3.3.2

Figura N°7: Forma de realizacion de la prueba de CAMP

Staphylococcus aureus
_ATCC 25923

Muestras
presuntivas para
L. monocytogenes

Fuente: (Jay J. y col., 2002).

Perfil bioquimico comercial

Sistema Miniaturizado API Listeria

Para la identificacién definitiva de las cepas presuntivas para Listeria
monocytogenes, se utiliz6 el sistema API Listeria. El llenado de los
microtubos, adicién del inéculo, incubacion, lectura e interpretacion de
las pruebas se realizd de acuerdo con la metodologia descrita
previamente en la ficha técnica incluida en el Sistema Miniaturizado API

Listeria (BioMérieux, Francia) que se describe a continuacion.

Seleccidén de las colonias

Se verificé que la cepa a estudiar pertenezca al género Listeria (bacilos
cortos, Gram positivos, polimorfo, moévil a 25° C pero no a 37° C,
catalasa positiva, CAMP positiva).

Dado que las muestras contienen con frecuencia una mezcla de varias
especies de Listeria, resulté preferible realizar un subcultivo sobre agar
con sangre a partir de una colonia bien aislada.

Se incubé la placa a 24 h a 36° C.

Preparacion de la galeria

Se reunié6 fondo y tapa de un cadmara de incubacion y se repartio

aproximadamente 3 mL de agua destilada o desmineralizada (o
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cualquier agua sin aditivos ni derivados susceptibles a liberar gases (E;j:
Cly, CO7 ...) en los alvéolos del fondo para crear una atmésfera hiimeda.
Se escribid la «referehcia o la identificacién de las muestras o cepas en la
lengiieta lateral de la camara

Se extrajo una galeria de su envase individual.

Se coloco la galeria en la cAmara de incubacion.

Se eliminé la bolsita antihumedad

Preparacién del inéculo

De manera cuidadosa se abrié una ampolla de API Suspension Medium
(2 mL) como indica en el punto la ayuda de una pipeta o PSlpette, se
cogi6 colonias bien aisladas. Se usaron cultivos jévenes (24 h).

Se realizé una suspensién de turbidez igual a 1 de McFarland. Esta
suspension se utilizé de inmediato. Se observé el tipo de hemdlisis y de
inmediato se anot6 en la hoja de resultados, ya que esta caracteristica

constituyé un ensayo adicional al API pero de gran importancia.

Inoculacién de la galeria S
Se repartié la suspension bacteriana precedente, en los tubos evitando
la formaciéon de burbujas (para ello se incliné la camara de incubacién
hacia delante y se colocé la pipeta en un lado de la ctpula).

Se llend el tubo y la cupula del ensayo DIM (100 pL aprox.) cuidando
que no se produzca un menisco cConvexo.

Se llené solamente la parte del tubo de los ensayos ESC a TAG (50 uL
aprox.).

La calidad del llenado fue muy importante ya que los tubos con excesiva
o insuficientemente llenos originan resultados falsos positivos o
negativos.

Sé cerro la camara de inmediato.

Se incubd de 24 horas a 36° C en atmosfera aerobia.

Lectura
Se agreg6 una gota de reactivo ZYM al ensayo DIM.
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2.3.5

Pasados 3 minutos se leyeron todas las reacciones haciendo referencia
a la Tabla de identificacién de la ficha técnica.

Se»anotaron*'las} reacciones +/ - en la hoja de resulfados.,(Anexo N°4).

Cinética de Crecimiento

Se realiz6 la curva de crecimiento de cepas de L. monocytogenes, con el
objetivo de identificar la fase estacionaria. Se utilizé como patrén de
referencia la cepa de L. monocytogenes ATCC 19118.

La cinética de crecimiento se realiz6 en las instalaciones del laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica de la Carrera Profesional de Farmacia y
Bioquimica. Se utilizd la metodologia descrita por Roman M. y col.,
2004. 7

Se inocul6 la cepa en 20 ml de caldo BHI adicionado de 0.5% de
glucosa (preinéculo)

Seguidamente se incubd a 37°C con agitacion de 130rpm durante toda
la noche.

Posteriormente se adicionaron los 20 ml de cultivo crecido en 200 mL
del mismo caldo para iniciar la curva de crecimiento.

Se tomaron muestras del inéculo y se procedié a medir la absorbancia
cada 2 horas a una longitud de onda de 620 nm en un
espectrofotémetro, utilizando caldo BHI estéril con glucosa al 0.5% como
blanco.

Se midié la absorbancia por un total de 12 horas, tiempo en el que el

cultivo alcanzé la fase estacionaria. (Anexo N°5).

Determinacién de la sensibilidad a agentes germicidas por el
método Kirby Bauer Modificado

Se determin6 la CMI (Concentracién Minima Inhibitoria) de cada agente
germicida a diferentes concentraciones (tabla N°9). Se utilizd la
metodologia descrita por Buzzini P. y col., 2003. '

Se sembré el microorganismo de prueba en tubos conteniendo medio
inclinado de agar CASO +0.6% extracto de levadura y se incubé a 37 °C

por 24 horas.
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Se tomé con asa bacteriolégica estéril de 2 a 3 colonias (de los tubos de
siembra en medio inclinada de agar CASO) y se pasé a otro tubo de
ensayo conteniendo 10 mi de BHI, se incubd a 37°C por 12 horas (para
que la bacteria alcance la fase estacionaria).

Se comparé la turbidez desarrollada con el tubo patrén de McFarland al
0.5 equivalente a 10% UFC/m.

Seguidamente se introdujo un hisopo estéril en el caldo y se roté en las
paredes del tubo para eliminar el exceso del inoculo.

Se inoculé el microorganismo de prueba en toda la superficie del agar
Mueller Hinton, se dejaron secar de tres a cinco minutos.

Se hicieron los pozos sobre la superficie del agar con ayuda de un
sacabocado estéril de 6mm de diametro

Seguida}rmente se vertié 25 pL de las soluciones de prueba y la solucion
patrén de forma alterna por duplicado.

Se dejé reposar por 30 minutos.

Finalmente se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Se midieron los halos de inhibicion con un calibrador Vernier, reportando

cada diametro medido en milimetros. (Anexo N° 6)

Tabla N° 9: Concentraciones a prueba de los germicidas.

Ceommicldes 1 2 8 4 B 6 7 9 10 91 12 18 94 |

Hipocloritode | 0.5 |12 3| 4

sodio %(v/v) :

Acido acético | 1 |2|4(5(10|1520{25|26 |27 (28|29
%(vIv)

Acido citrico {0.5{1!25!1015[20|25{2627 28|29 |30 31
%(p/v)

Formaldehido |0.5/1/2/3| 4 | 6 | 8
%(v/v)

Fuente: Elaboracién propia

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se consideré la menor
concentracion del agente germicida, cuyo halo de inhibicion promedio
producido, fue mayor al diametro del halo de inhibicién de la solucion de

yodo 2% utilizado como patrén de referencia (Perez E. y col., 2012).
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2.3.6 Preparacion de los agentes germicidas a diferentes

concentraciones -

Para realizar el ensayo invitro de la eficacia de los agentes germicidas a base
de hipoclorito de sodio, acido acético, acido citrico y formaldehido se

prepararon las concentraciones aplicando la siguiente formula:

C.\Vi=C,V,

C1= Concentracioén inicial
V4= Volumen inicial

C»= Concentracién final
Vo= Volumen final

Tabla N° 10: Preparacion de los agentes germicidas

Concentraciones a

Concentracioén inicial

Agente gel"micida

(%) prueba (%)

Hipoclorito de sodio 4 0.5, 1, 2, 3, y4
Acido acético 50 1,2, 4,5, 10, 15, 20, 25,

26, 27,28y 29
Acido citrico 100 0.5,1,2,5, 10, 15, 20,
25, 26, 27, 28, 29,30 y

31
Formaldehido 37 05,1,2,3,4,6y8

Fuente: Elaboracién propia

2.3.7 Determinacion de la sensibilidad a antibiéticos por el método
M.I.C.E

Para la determinacién de la CMI y de sensibilidad de las cepas de L.
monocytogenes frente a los antibiéticos (tabla N° 11) se hizo uso del método

M.I.C.E (Oxoid, 2010) de acuerdo a las indicaciones de su ficha técnica.

e Antes de usar las tiras M.l.C.E se dejaron a temperatura ambiente para
prevenir la formacién de condensacion.

e Se preparo6 el inéculo adecuado y se compard la turbidez con el patrén
de McFarland 0.5.
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e Se introdujo hisopo estéril en la suspension y se eliminé el exceso de
humedad presionandola contra el borde del tubo.

e Se sembrd el microorganismo en estudio en placas con agar Mueller
Hinton+ 5% de sangre, en tres direcciones diferentes no dejando vacios.

e Se dej6é secar completamente la superficie del agar antes de aplicar las
tiras M.I.C.E.

e Se extrajeron las tiras del M.l.C.E del sobre sujetandolo- por la parte
superior donde se encuentra el logotipo y la abreviatura del antibiético.

e Se colocaron las tiras M.I.C.E en la superficie del agar ya inoculado con
el microorganismo de estudio. Con la ayuda de pinzas estériles se
aseguraron las tiras. Cuidando de no mover la posicién de las tiras.

e Se incubaron las placas en posicion invertida a 37°C/ 24 horas.

e la lectura e interpretacion de las pruebas se realiz6 de acuerdo a los
parametros otorgados por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) del 2012 cédigo M100-S22. (Anexo N° 10).

Para el analisis, no se tuvieron en cuenta los antibiéticos de tipo cefalosporinas
de tercera generacion, puesto que L. monocytogenes tiene resistencia natural

hacia estos antibiéticos (Ruiz Z. y col., 2008).

Tabla N° 11: Tipo y rango de la gradiente de concentracion de los

antibiéticos a prueba.

“M.C.Evaluators [EETICLLN)
0015256
Gentamicina | 0.015 - 256
Penicilina 1 0.015-256
Eritromicina | 0.015 — 256
Vancomicina 0.015 - 256

Fuente: Oxoid, 2010
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CAPITULO lIi

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de Listeria spp. a partir de muestras de hortalizas

De acuerdo a la :r—netodél'ogia descrita, a partir de las’ 100 muestras de
hortalizas provenientes dé 5 mercados de la ciudad del Cusco, se obtuvieron
25% (25/100) cultivos de Listeria spp; (tabla~ N°12) utilizando medios de cultivo
agar Palcam y Oxford base:. Estos cultivos fueron identificados por presentar
colonias pequefas con una depresion central, redondas de color gris azulado y
rodeadas de un’ halo. negro en el caso del agar Oxford base, y colonias
pequefias, redondas de color verde grisaceo rodeadas de un halo marréon —

negro en caso del agar Palcam como se observa en la Figura N° 8.

Figura N° 8': Ijesarrollo de cultivos de Listeria spp. en agares selectivos

Colonias tipicas de Listeria spp en Agar Oxford base (izquierda), agar Palcam

(derecha)

La presencia de Listeria spp. representa un riesgo para la salud de los
consumidores, debido a que estuvo presente en muestras de espinaca,
lechuga, tomate, zanahoria y rabanito. Ademas la alta demanda de éstas
hortalizas, ya sea por razones econoémicas, por su rapida coccién o su valor
nutritivo hacen que estos productos formen parte de la dieta diaria de ‘Ia

poblacion cusquenia.
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3.2 ldentificaciéon de Listeria monocytogenes

De los 25 cultivos de Listeria spp, 7 fueron presuntivos para Listeria
monocytogenes, me'diante_el perfil bioquimico de identificacion convencional.
Estas cepas présuntivas fueron identificadas por ser bacilos Gram pos‘itivos'
pequenos, urea negativa; catalasa positiva, TSI (A/A), indol negativo, movilidad-
a 25°C con un aspecto de sombrilla y prueba de CAMP positiva con la-
formacion de hemélisis en forma de punta de flecha. Como control en las

pruebas se usé la cepa de Listeria monocytogenes ATCC 19118 (Anexo N° 3).

La identificacion mediante el Sistema Miniaturizado API Listeria se llevo a cébq

con los 7 cultivos presuntivos para Listeria monocytogenes.

En las siguientes tablas, se muestran los perfiles de fermentacion simplificados,

obtenidos con el Sistema Miniaturizado API Listeria.

Figura N° 9. Perfil bioquimico de API Listeria
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Finalmente se obtuvieron 2 cepas de Listeria monocytogenes

84R y 99Z

provenientes de rabanito y zanahoria respectivamente, con las cuales se

evalud la sensibilidad a agentes gérmicidas y antibiéticos.

A continuaciéon se muestra la presencia de L. monocytogenes en los hortalizas

asi como también en los mercados evaluadds.

Tabla N° 12. Distribucion de L. monocytogenes

Mercados

Hortalizas |

Muestras
analizadas

Listeria
spp.

Presuntivas para
L.
monocytogenes

Listeria
monocytogenes

San Pedro

Espihaca.

Lechuga

Rabanito

Tomate

Zanahoria

Rosaspata

Espinaca

Lechuga

Rabanito

Tomate

Zanahoria

Wanchaq

Espinaca

“LLechuga

Rabanito

Tomate

Zanahoria

Ttio

Espinaca

Lechuga

Rabanito

Tomate

Zanahoria

Vinocanchén

Espinaca

Lechuga

Rabanito

Tomate

Zanahoria

el R e R e e e B e R e N N E B EoN RN SN B B P

Total

100

a._\_kl\)O_X(A)O._\._\_A_L_\AO_.\OO.AAOO_\OI\)__\

N2 (=N O(=O|0(0|0|0 | OO0 |0|O|0O|o|o|o|o|o|o|o

Elaborada en base al Anexo N°3.
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Tabla N° 13. Presencia de L. monocytogenes en hortalizas

Hortalizas | Casos Positivos | N° de hortalizas—analizadas‘
N® % ‘
Tomate | O 0,00 20
Zanahoria 1 1| 5,00 - 20
Espinaca 0 0,00 20
Lechuga 0“ 0,00 20
Rabanito | 1 | - 5,00 20
~TOTAL 2 | 200 100

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla N° 14. Presencia de L. monocytogenes en mercados del Cusco

Mercados | Casos Positivos | N° de hortalizas analizadas
N° %
San Pedro 0 0,00 20
Rosaspata 0 0,00 20
Wanchaq 0 0,00 20
Ttio 0 0,00 20

Vinocanchon 2 10,00 20
TOTAL 2 2,00 100

Fuente: Elaboracion propia.

De la evaluacion realizada a 100 muestras de hortalizas (tomate, zanahoria,
espinaca, lechuga y rabanito) que se expenden en los mercados San Pedro,
Rosaspata, Wanchaq, Ttio y Vinocanchon, se aislé L. monocytogenes en un
2% (2/100), provenientes del mercado de Vinocanchén. Esto refleja las bajas
condiciones higiénicas sanitarias que presenta éste mercado de abasto en la
Ciudad del Cusco.

La presencia de L. monocytogenes en un 2% representa un riesgo muy grave
para la salud de la poblacion, debido a que es la Unica especie patégena del
genero Listeria que causa listeriosis humana. Debido al caracter ubicuo de L.
monocytogenes, la contaminacion de las muestras de hortalizas,

especificamente de las raices (zanahoria y rabanito) pudo haberse dado por el
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regadio con agua contaminada con heces humanas y animales, uso
inadecuado de estiércol como fertilizante, contacto con el suelo, por
contaminacion cruzada con otros alimentos contaminados, omiéién o}
desconocimiento de las condiciones sanitarias basicas de manipulacién por
parte de los ei(pendedores, asi como la deficiente calidad sanitatia del agua
para lavar las verduras Iuégb de la cosecha, que en casos extremos seria la

misma utilizada en el riego. -

De Curtis M. -y_ col., (2002)> en una evaluacién realizada a muestras de
vegetales minimamente _procesados, encontraron que las zanahorias
proveniente de los servicios de comida de la ciudad de Caracas- Venezuela
presentaron L. monocytogenes en un 9%, lo cual se asemeja ligeramente al

presente estudio, donde se aislé L. monocytogenes en un 5% en zanahoria.

No se ha encontrado reportes de estudios especificos que indiquen la
presencia de L. monocytogenes en rabanito, ya sea en ensaladas o en forma
individual; sin embargo, al ser también una hortaliza de la cual se consume la

parte de la raiz, el riesgo de contaminacion por patégenos como L.

monocytogenes es latente, lo cual se confirma con los estudios de la presente

investigacion, donde estuvo presente en rabanito en un 5%.

Los resultados de la presente investigacion se asemejan a los encontrados por
Centurion P. y col.,, (2004) en un estudio realizado con 100 muestras, 50
muestras de pollo y 50 muestras de verduras frescas (lechuga, col, apio,
esparrago y espinaca), obtenidas en diversos mercados y centros de abasto de
Lima Metropolitana, Perq, aislaron L. monocytogenes de una muestra de pollo

(2%) y de una muestra de verduras (2%).

Otros investigadores reportan resultados con mayores aislamientos. Asi por
ejemplo, Pérez E. y col., (2012) encontraron que L. monocytogenes estuvo
presente en un 71% en muestras de espinaca que se expenden en los
mercados de la ciudad de Trujillo, Perd. En el presente estudio no se llegb a

aislar L. monocytogenes en muestras de espinaca.

Sin embargo, otros estudios discrepan mas significativamente, como los de

Martino T. y col., (2008), quienes en una investigacién realizada en hortalizas
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frescas (cebollino, col, zanahoria, lechuga Yy frijolitos chinos), en el Instituto de
Nutricién e Higiene de los alimentos de la Habana, Cuba, no lograron aislar L.
monocytogenes, “ésto posiblémente a que en éste pais las condiciones
higiénicas sanitarias involucradas desde la produccién hasta.el consumo final
de las hortalizas_se realizan de una manera adecuada, previniendo de ésta

manera, no solo la listeriosis, sino también las demas ETAs.

Con la presente investigacion se demuestra también el incumplimiento con la
Resolucién Ministerial N° 591- 2008 MINSA, el cual indica la ausencia de
Listeria mohocytoge_nes en 25 gr de éste tipo de hortalizas. Ello reflegja las
bajas condiciones higiénicas sanitarias que presenta el mercado Vinocanchén _
en la Ciudad del Cusco.

Ademas se debe precisar que aunque el_estudio solo abarcé 5 mercados
principales de la ciudad del Cusco, los resultados dan una idea del nivel
higiénico de las hortalizas que se expenden en estos mercados y sugieren la
posibilidad de que se repitan en otros centros de abastos de hortalizas. El
manejo sanitario de estos vegetales mejorara conforme se adquiera
consciencia del origen de la contaminacién, no solo por L. monocytogenes sino
también por otros microorganismos responsables de ETAs, y se determinen

medidas de prevencién y control para reducir éste riesgo.
3.3 Cinética de Crecimiento

Mediante la realizacién de la cinética de crecimiento de las 2 cepas aisladas de
Listeria monocytogenes (84R y 997) junto con la cepa ATCC 19118, se logré
identificar la fase estacionaria. Se evidencié que todas alcanzaron la fase
estacionaria en 12 horas (Figura N°10), lo cual coincide con estudios realizados
por Aldana L. y col., (2000), Robinson T. y col., (2001), Rojas R. (2007) y Guiza
P. y col., (2007), quienes también encontraron que L. monocytogenes entra en

fase estacionaria a partir de la hora 12.

Es éste estudio se pretendié6 conseguir la fase estacionaria ya que se ha
reportado que es el momento en el cual los microorganismos adquieren mayor

resistencia; ademas en ésta fase se han encontrado ciclos de division
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reductiva, incremento en la estabilidad del ARN y en la resistencia a

condiciones de estrés en bacterias patégenas (Guiza P. y col., 2007).

Figura N°10. Cine’_tiéa de crecimiento de las ceb,as de L. monocytogehes

Absarbancia GRAFICA INTEGRADA: CURVAS DE CRECIMIENTO
a 620 nm

1

Fase estacionaria

0,9
0.8 ' — ' f/

Fase 'Exponenc‘iél / i{fe-’-ﬁﬂ‘ — Cepa ATCC 19118
—g— Cepa B4R

=2~ Cepa 897

Fuente: Elaboracién propia

Las células en fase exponencial son generalmente mas fragiles y susceptibles

a la injuria que en la fase estacionaria (Robinson T. y col., 2001).

L. monocytogenes en fase estacionaria aumenta la expresioén del gen prfA, el
cual proporciona un mecanismo por el que las células pueden responder a
condiciones adversas de crecimiento como falta de nutrientes, condiciones
ambientales adversas. En fase estacionaria los cultivos de Listeria son
naturalmente resistentes y son capaces de proteger las células frente a

condiciones de estrés (Arraiz N. y col., 2002).

De acuerdo a la grafica de cinética de crecimiento, las cepas de L.
monocytogenes pasan por la fase de adaptacién, fase exponencial y fase

estacionaria. En la fase estacionaria no se incrementa el nimero de bacterias
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(ni la masa u otro parametro de cultivo), las células desarrollan un metabolismo
diferente al de la fase exponencial y durante ella se produce una acumulacion-y
liberacion de metabolitos secundarios que pueden tener importancia en el
curso de las infecciones o intoxicaciones producidas por L. monocytogenes.
Fue en ésta fase de resistencia que se evalué la accién de los agentes

germicidas frente a las cepas patégenas de L. monocytogenes.

3.4 Determinacién de la sensibilidad de Listeria monocytogenes frente a

agentes germicidas

Tabla N°15. Diametro de halos de inhibicién (mm) de cepas de L.

monocytogenes sometidas a hipoclorito de sodio.

Concentracion del Halos de inhibicién (mm)
germicida

Hipoclorito de sodio % ATCC Cepa Cepa Diametro
(viv) 19118 84R 997 promedio

05 - 12.0 10.0 1.5 10.8

1 15.0 13.0 14.0 135

2 19.0 17.5 19.5 18.5

3 24.0 24.5 24.0 24.3

4 - 29.0 26.5 275 27.0

Sol. Patrén Yodo 2% 31.8 30.5 31.2 30.9

Fuente: Elaboracion propia

La tabla N° 15 muestra los diametros de las 3 cepas de L. monocytogenes al
enfrentarias con el hipoclorito de sodio a cinco concentraciones, el efecto
inhibitorio mostrado en las 3 cepas presentaron una desviacién tipica muy alta
con respecto a las medias de los halos de inhibicién. Para la cepa 84R s=7,13;
para la cepa 99Z s=6,68 y para la cepa ATCC s=6,83 (Anexo N°7). Hay
demasiada variabilidad dentro de cada grupo con respecto a los halos debido a
que estadisticamente los valores de s son muy altos. Esto se debe a que se
usé el hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones. Ademas se observa
que los halos de inhibicion de la cepa 84R y 997 son similares a los halos de

inhibicién control con la cepa ATCC.
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Tabla N°16. Diametro de halos de inhibicién (mm) de cepas de L.

- monocytogenes sometidas a Acido acético.

Concentracion dQI'Ggfmibida Diametro del halo de inhibicién producido (mm)-
" Acido acético% (viv) | ATCC 19118 | 84R | 99Z | Didmetro promedio
' 1 R 0.0 0.0 | 00 | 00

2 0.0 0.0 | 0.0 0.0
4 0.0 00 |00 ]| 00

5 0.0 0.0 | 0.0 0.0
0 20.0 215|230 223
ECE 26.0 25.0 | 255 253
20 27.0 275 | 28.0 27.8

25 o 29.0 30.0 | 30.0 30,0

26 . 31.0 325 | 31.0 31.8

7 33.0 355350 | 35.3

28~ 380 | 385 | 355 37.0
29 43.0 405410 408
“Bol Pation Yodo 2% | 308 204 (307 | 304

Fuente: Elaboracion propi'é'

La tabla N° 16 muestra los diametros de las 3 cepas de L. monocytogenes al
enfrentarlas con acido acético a doce concentraciones, el efecto inhibitorio
mostrado en las 3 cepas presentaron una desviacién tipica muy alta con
respecto a las medias de los halos de inhibicién. Para la cepa 84R s=16,33;
para la cepa 99Z s=15,09 y para la cepa ATCC s=15,67 (Anexo N°7). Hay
bastante variabilidad dentro de cada grupo con respecto a los halos debido a
que estadisticamente los valores de s son demasiado altos. Todo ello debido a
que se uso el acido acético a diferentes concentraciones. Ademas se observa
que los halos de inhibicion de la cepa 84R y 997 son similares a los halos de

inhibicién control con la cepa ATCC.
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Tabla N°17. Diametro de halos de inhibicién (mm) de cepas de L.

monocytogenes sometidas a Acido Citrico.

Concentracién del Germicida | Didmetro del halo de inhibicién producido (mm) |
“Acido Citrico % (pIv) - | ATCC 19118 | 84R | 99Z | Didmetro Promedio
05 | o0 00 [ 00| - 00 -

S 0.0 0.0 | 0.0 0.0
S ) 0.0 00 | 0.0 0.0

| B 10.0 12.5 | 12.0 123
0 | 160 170|175 7.3
15 20 215215 | 215
20 . 54 26.0 | 26.5 26.3
2% 28.0 280 | 29.5 288
26 | 29.0 285 | 28.0 283
27 .| 300 [290]295 29.3
28 29.0 28.0 | 29.0 285

2977 T 300 285300 293

B0 T 300 29.0 | 290  29.0
3 | 290  |[290 290 29.0
Sol. Patron Yodo 2% 30.0 311303 | 30.7

Fuente: Elaboracién propia

La tabla N°17 muestra los diametros de las 3 cepas de L. monocyfogenes al
enfrentarlas con acido citrico a catorce concentraciones, el efecto inhibitorio
mostrado en las 3 cepas presentaron una desviacion tipica elevada con
respecto a las medias de los halos de inhibicion. Para la cepa 84R s=11,72;
para la cepa 99Z s=12,10 y para la cepa ATCC s=12,21 (Anexo N°7). Hay
mucha variabilidad dentro de cada grupo con respecto a los halos debido a que
estadisticamente los valores de s son altos puesto que se usé el acido acético
a diferentes concentraciones. Ademas se observa que los halos de inhibicion
de la cepa 84R y 99Z son similares a los halos de inhibiciéon control con la cepa
ATCC.
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Tabla N°18. Diametro de halos de inhibicién (mm) de cepas de L.

monocytogenes sometidas al formaldehido.

Concentracién del Germicida | Diametro del halo de inhibicion producido (mm)
Formalde‘hido%(vlv)_ ATCC 19118 | 84R | 99Z | Diametro Promedio

0.5 T 16.0 15.0 | 14.0 145

T 25.0 26.0 | 25.0 255

2 32.0 325|315 32.0

3 200 | 39.0 | 405 39.8

Y 450 . | 450 445 44.8

6 580 | 57.0 | 59.0 58.0

g 620 | 605|625 615

Sol. Patrén Yodo 2% 204 30.3 | 30.1 | 30.2

Fuente: Elaboracién propia

La tabla N° 18 muestra los diametros de las 3 cepas de L. monocytogenes al
enfrentarlas con el formaldehido a siete concentraciones, el efecto inhibitorio
mostrado en las 3 cepas presentaron una desviacion tipica demasiado elevada
con respecto a las medias de los halos de inhibicién. Para la cepa 84R
$=16,36; para la cepa 99Z s=17,61 y para la cepa ATCC s=16,82 (Anexo N°7).
Hay demasiada variabilidad dentro de cada grupo con respecto a los halos. El
analisis estadistico nos muestra que los valores de s son muy altos. Esto se
debe a que se uso el formaldehido a diferentes concentraciones. Ademas se
observa que los halos de inhibicion de la cepa 84R y 99Z son similares a los
halos de inhibicién control con la cepa ATCC.

Tabla N°19. ANOVA para el efecto de los agentes germicidas sobre el

crecimiento de L monocytogenes

Fuentes de variacidon Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica| F | Sig.
Inter-grupos 2232,275| 3 744,092 (3,873,017
Diametro del halo 84R Intra-grupos 6531,574 | 34 192,105
Total 8763,849 |37
Inter-grupos 2213,624| 3 737,87513,893(,017
Didmetro del halo 997 Intra-grupos 6443,953 | 34 189,528
Total 8657,577 | 37
Inter-grupos 2265,423( 3 755,141 3,936 |,016
Diametro del halo ATCC 19118 | Intra-grupos 6523,080 | 34 191,855
Total 8788,502 | 37
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De acuerdo a la tabla de ANOVA, realizada en base al anexo N°7, se observa
que existen diferencias significativas en el tratamiento al que fueron sometidas
las 3 cepas de L. monocytogenes. Esta afirmacion se deduce por el valor de
significancia alcanzada para la cepa 84R, 997 y ATCC 19118 siendo b= 0,017;
p= 0,01? y- p= 0,016 respectivamente. El analisis estadistico muestfa
claramente diferéncias estadisticamente significativas al rechazar la H, vy
aceptar la Hq. Por lo que se afirma que el crecimiento de L. monocytogenes es

inhibida de acuerdo al germicida y concentracion empleada.

Concretamente se quiere saber cual de los cuatro germicidas difiere de manera
significativa y por ende es mas eficaz. Por ello se aplicé la prueba Post Hoc
para la cepa 84R, 99Z y ATCC de L. monocytogenes.

Tabla N°20. Prueba Post Hoc para la determinacién de grupos

homogéneos
CEPA 84R
Tipo de N Subconjunto paraalfa = 0.05
soluciones 1 2
Hipoclorito de
sodio 5 18,300
Tukey B*® [Acido citrico 14 19,071
Acido acético 12 20,917
Formaldehido 7 39,286
Hipoclorito 5 18,300
5 ., |Acido citrico 14 19,071
uncan™ R cido acético 12 20,917
Formaldehido 7 39,286

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°20 se observa mediante la prueba de Tuckey B y Duncan que se
formaron dos subconjuntos para la cepa 84R de L. monocytogenes. El
subconjunto 1 integrado por el hipoclorito de sodio, acido citrico y acido acético.
En cambio, el subconjunto 2 solo estuvo integrado por el formaldehido, el cual
formé halos de 39,286 mm de diametro. Por consiguiente, formaldehido es el
germicida mas efectivo para la inhibicion de L. monocyfogenes y es

estadisticamente mejor.

59



En la tabla N° 21 se observa que mediante la prueba de Tuckey B y Duncan se
formaron dos subconjuntos con la cepa 99Z de L. monocytogenes, .similares a
la cepa 84R. El subconjunto 1 integrado por el hipoclorito de sodio, acido citrico
y acido acético. "En cambio, el subconjunto 2 solo- estuvo integrado por el
formaldehido el cUai formé Haios de 39,571 mm de diametro. Por consiguiente,
el formald_eh'ido, sigue siendo el germicida mas efectivo y- estadisticamente

mejor para la inhibicién de L. monocytogenes.

- /
Tabla N°21. Prueba Post Hoc para la determinacién de grupos

homogéneos
CEPA 99 Z
Tipo de N Subconjunto para alfa = 0.05
soluciones 1 2
Hipoclorito de
) 5 19,300
sodlq
Tukey B** | Acido acético 12 19,892
Acido citrico 14 20,107
Formaldehido 7| 39,571,
Hipoclorito 5 19,300
, |Acido acético 12 19,892
Duncan®® |
Acido citrico 14 20,107
Formaldehido 7 39,571

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla N° 22 se observa también que mediante la prueba Post Hoc se
formaron dos subconjuntos con la cepa control ATCC 19118 de L.
monocytogenes, similares a las cepas 84R y 997 anteriormente descritas. El
subconjunto 1 integrado por el hipoclorito de sodio, acido citrico y acido acético
En cambio, el subconjunto 2 solo estuvo integrado por el formaldehido el cual
formé halos de 39,714 mm de didmetro. Razén por la cual el formaldehido
continua siendo el germicida mas efectivo y ademas estadisticamente mejor

para la inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes.
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Tabla N°22. Prueba Post Hoc para la determinacién de grupos

homogéneos -
CEPA ATCC 19118
e Tipo-de soluciones N Subconjunto para alfa =
’ 0.05
_ T 1 - z -
_[Acido citrico 14 19,643
Tukey geb Hipoclorito 5 19,800
Acido acético 12 19,983
Formaldehido _ 7 39,714
“[Acido citrico 14 19,643
Sucarp | FIPOSTOTO 5 19,800
Acido acético 12 19,983
Formaldehido 7 39,714

Fuente: Elaboracién propia
Estos resultados indican que el formaldehido es muy eficaz contra L.
monocytogenes, aun cuando esta bacteria se encuentra en la fase de mayor
resistencia, es decir, la fase estacionaria, donde gener6 mecanismos de-
resistencia a los germicidas. Ademas, la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) de formaldehido para inhibir a L. monocytogenes mediante el método de

Kirby Bauer modificado es del 2%.

Best M. y col (1989) evaluaron la eficacia de 14 desinfectantes sobre cepas de
L. monocytogenes en presencia de materia organica, dentro de las cuales se
encontraba el formaldehido al 3,7%. Concluyeron que el formaldehido fue
efectivo a dicha concentracion cuando las cepas patégenas fueron puestas en
suspension con el desinfectante pero no cuando fueron enfrentadas sobre las

superficies de los discos de acero.

No se han encontrado mas reportes cientificos especificos que indiquen el uso
del formaldehido como agente germicida frente a L. monocytogenes en
superficies, confirmando con los resultados de la presente investigacion la
efectividad de éste germicida. Este agente germicida se utiliza en solucion
acuosa, en estas condiciones posee actividad bactericida, fungicida, virucida,
tuberculicida y esporicida (Leveau J. y col., 2002). El formaldehido al 2% puede

ser utilizado para el control y eliminaciéon de L. monocytogenes mediante la
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desinfeccién de superficies y/o-equipos, instalaciones de plantas procesadoras
de alimentos mas no para hortalizas, debido a que puede representar un riesgo
para la salud, ya que segun algunos investigadores esta considerado como
probable carcinogénico (evidencias suficientes en animales, pero limitadas en
seres humanos). (GTM., 2014). '

El hipoglorito de go'dio no mostré una buena efectividad frente él crecimiento
de L. monocytogenes. Este germicida quimico no llegd a superar el halo de la
solucion patrén de yodo a la concentracion mas alta 4%, tanto para las cepas
aisladas como paré la cepa ATCC 19118, demostrando que L. monocytogenes
no es sensible sino resistente al hipoclorito de sodio. Ademas estos resultados
indican que la cepa ATCC ya presenta resistencia frente al hipoclorito de sodio

al igual que las cepas aisladas de hortalizas,

Los resultados del presente estudio concuerdan con los obtenidos por Perez E.
y col (2012) donde usaron hipoclorito de sodio al 1 y 2%, mediante el método
de Kirby Bauer modificado, para inhibir a L. monocytogenes, utilizando como
referencia soluciéh patron de yodo. Estos investigadores demostraron que L.
monocytogenes es resistente al hipoclorito de sodio (1 y 2%), ya que ademas
sus halos de inhibicién fueron inferiores a los producidos por la solucién patrén
de yodo, poniendo de manifiesto que el aumento de la resistencia de ésta
bacteria se debe al uso indiscriminado de éste germicida en hortalizas. En
comparacién con el presente estudio, la cepa ATCC al igual que las 2 cepas de
L. monocytogenes indican que esta bacteria patégena ya presenta una

resistencia alta frente al hipoclorito de sodio.

Otro investigador reporta resultados con mayor eficacia del hipoclorito de sodio.
Rojas R. (2007), obtuvo un porcentaje de inhibicion del 100% sobre cepas de L.
monocytogenes al ser inhibidas mediante la técnica de porcentaje de inhibicion

con hipoclorito de sodio (500 ppm), con lo cual demuestra su efectividad.

Con respecto a los acidos organicos para la desinfeccion de hortalizas, el acido
acético no mostro buena efectividad, debido a que la CMi para inhibir a L.
monocytogenes es de 26% con respecto a la solucién patrén de yodo, siendo
demasiado alta dicha concentracion para ser usado como desinfectante de

hortalizas, por consiguiente L. monocytogenes no es sensible al acido acético.

62



La cepa ATCC al igual que las 2 cepas de L. monocytogenes indican que esta
bacteria patégena ya presenta una resistencia alta frente al acido acético. Este
germicida por ser un acido organico requiere de.concentraciones altas para que
sea efectiva al descontaminar diversos agentes. Este acido organico ha sido -
investigado como una agente antimicrobiano (Vermeulen A. y col., 2007). No
esta considerado como carcinégeno, sin embargo provoca efectos inmediatos
en la salud como_quemaduras, corrosion e irritéciones en los ojos, mucosas,
piel y en el tracto respiratorio (GTM., 2014).

Perez E. y col (2012) evaluaron el acido acético al 4 y 5% frente a cepas de L.
monocytogenes, determinando que la CMI para inhibir a dicha bacteria es de 4
y 5%, lo cual no concuerda con los resultados del presente estudio. Esto
posiblemente debido a que estos investigadores no tomaron en cuenta la -
cinética de crecimiento de las cepas de L. monocytogenes, es decir, al
momento de enfrentar la bacteria frente al desinfectante no consideraron la

fase de resistencia como se realiz6 en el presente trabajo.

Con respecto al acido citrico, L. monocytogenes no fue sensible frente a éste
acido organico debido a que a la concentracién mas alta (31%) no llegé a
superar el halo de inhibiciéon producido por el patrén de yodo. Ademas se not6
claramente que a partir del 25% al 31% de acido citrico, el diametro del halo
producido se mantiene casi constante, lo cual indica que a medida que se
incrementa la concentracion de éste acido, la bacteria activa aun mas sus

mecanismos de resistencia.

Akbas M. y col (2007) estudiaron la eficacia del acido citrico en la reduccion de
L. monocytdgenes en cortes de lechuga fresca. Concluyeron que el &cido
citrico 0.5% es efectivo para reducir la poblacién de L. monocytogenes cuando
las lechugas son sumergidas en esta solucién por un tiempo de 2 minutos, ya

que la poblacién inicial fue de 5.2 log1o UFC/gr y se redujo a 0.9 log1o UFC/gr.
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3.5 Determinacion de la sensibilidad de L. monocytogenes a antibiéticos

Se evalué la susceptibilidad antimicrobiana en las cepas_84R, 997 y control de
L. monocytbgeqes por el método M.I.C.E. Los>punto’s dé corte utilizados para
la interpretacion de los resultados de L. monocytogenes fuérpn tomados del
CLSI 2012 M100- S22. (Tabla N°23). - ‘

Las cepas analizadas 84R, 99Z y control de. L monocytogenes fueron
susceptibles en un 100% a Ampicilina, Penicilina, Eritromiciﬁa, Gentamicina y
Vancomicina. La Ampicilina_tuvo la CMIlgy mas baja de 0.06 y 0.12 pg/mL,
indicando su mayor efectividad frente a L monocytogenes. Los va_I_ofe§ de
CMlgg para Penicilina, Eritromicina, Gentamicina y Vancomicina fueron de 1.00
pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.50 pg/mL y 4.00 pg/mL respectivamente, siendo también
" efectivos en casos de listeriosis. Ninguna de las dos cepés y mucho menos la
cepa control mostraron resistencia a los cinco antibidticos evaluados. Se
demostré también la buena actuaciéon y eficacia de las tiras M.IC.E al

determinar de manera exacta la CMI de cada antibiético empleado.

Estos resultados son comparables con los obtenidos por Vega P. y col (2013),
donde reportaron una frecuencia del 100% de sensibilidad de cultivos de L.
monocytogenes sobre Ampicilina, Penicilina, Gentamicina, Vancomicina, y
Tetraciclina, con lo cual concluyeron que los aislamientos de L. monocytogenes

no muestran un aumento de la resistencia a éstos antibiéticos.

De igual manera Gamboa M. y col (2012), evaluaron la susceptibilidad
antimicrobiana de L. monocytogenes y determinaron que el 98,8% fueron
sensibles a Penicilina y Ampicilina; 93,4% a Vancomicina y 84,2% Eritromicina.
Concluyeron ademas que la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlgo) fue de
0.5 pg/mi para Penicilina y Ampicilina, 2.0 ug/ml para Vancomicina y 8 pg/ml

para Eritromicina, siendo préximos a los resultados obtenidos.

Es asi que Nifio J. (2012), encontr6 aislamientos de L. monocytogenes
resistentes; 75,6% cepas resistentes a Clindamicina; 8,9% a Azitromicina; 8,9%
a Eritromicina y 2,3% a Trimetoprim/ Sulfametoxazol. Mostré6 mediante éste
estudio que lo aislamientos de L. monocytogenes provenientes de muestras de

origen de carne porcino fueron sensibles a los antibidticos mas comiunmente
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utilizados para tratar la listeriosis humana (Ampicilina, Penicilina, Meropenem,
Rifampicina, Tetraciclina. y Vancomicina). Para el caso de Penicilina y
Ampicilina la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlgo) hallada fue de 0.5 ug/ml,

por lo cual recomienda su uso.

Moura F. y col (2010), Cdncluyeron que 68 cepas de L. monocytogenes
aisladas de humanbs fueron susceptibles en un 100% a Ampicilina, Cefalotina,
Eritromicina, Gentamicina, Teicoplanina y Vancomicina. Para_el caso de la
Ampicilina se obtuvo una CMlg de 2.0 pg/ml, indicando que tiene una actividad

efectiva contra L. monocytogenes.

65



Tabla N°23. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de L. monocytogenes

Puntos de corte | Rango CMI | Cepa 84R | Cepa 99Z | Cepa ATCC | Susceptibilidad antimicrobiana
Antimicrobiano (ug/mL) CMly CMlg, 19118 (%)
R I S CMilg, R 1 S
Ampicilina NA | NA | =2 | 0.015-256 0.12 0.06 0.06 0 o 2
) (0) (100
Penicilina NA | NA | =2 | 0.015-256 1.00 1.00 0.50 0 0o 2 -
(0) (0) . (100)
*Eritromicina 28 | 1-4 [<0.5| 0.015- 256 0.25 0.25 0.25 0 0 2
(9 (O) |- (100)
*Gentamicina 216 | 8 <4 | 0.015-256 0.25 0.50 0.50 0 0 2
: (0) 0) (100)
*Vancomicina 232|816 | <4 | 0.015-256 4.00 2.00 4.00 0 0 2
©) (0 |. (100)

D Parametros ya establecidos

D Resultados obtenidos

CM, Concentracién minima Inhibitoria; R, resistente; I, intermedio; S, sensible.

Los antibiéticos en negrita son los antimicrobianos de eleccion eficaz para el tratamiento de la listeriosis humana segtin CLSI
*Punto de corte para Staphylococcus sp.

NA, no aplicable (punto de corte aun no establecido por el CLSI)

Actualmente, no hay un criterio recomendado por el CLS| para la interpretacién de la susceptib‘iiidad de -la bacteria L.
monocytogenes, excepto para el punto de corte de Ampicilina y Penicilina, por eso se aplicaron los puntos de corte recomendados
para el criterio de interpretacion de Staphylococcus spp. '

66



Finalmente Balsalobre H. y col (2004) también concuerda con nuestros
resultados. Es asi que las cepas de L. monocytogenes que aislaron de
alimentos de origen animal fueron muy sensibles en un 100% a casi todos los
antibiéticos que usaron, con la Unica excepcién de una cepa resistente a
Tetraciclina. Es asi que L. monocylogenes fue sensible a Amikacina, Acido
Nalidixico, Amoxicilina-clavulanico, Ampicilina, Cefalotina, Ciprofioxacina,
Cloranfenicol, Colistina, Eritromicina,  Estreptomicina, = Gentamicina,
Kanamicina, Nitrofurantoina, Penicilina, Trimetoprin-Sulfametoxazol y
Vancomicina.

Como se ha demostrado con los resultados hallados, el patrdén de sensibilidad
a los antibidticos de L. monocytogenes ha permanecido relativamente estable
con el paso de los afos, habiéndose establecido que es sensible en un 100% a
una amplia gama de antibidticos como Ampicilina, Penicilina, Eritromicina,
Gentamicina y Vancomicina, aspecto que se ha evidenciado en el presente
trabajo,.'
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CONCLUSIONES

. Se aislé Listeria spp. en 25% de muestras de espinaca, lechuga,
rabanito, tomate y zanahoria provenientes de cinco mercados principales
de la ciudad del Cusco.

. Se identificé Listeria monocytogenes en 2% de las muestras de
hortalizas mediante el sistema miniaturizado API Listeria.

. Se identificé que Listeria monocytogenes entra en fase estacionaria a
partir de las 12 horas.

. Se determiné que Listeria monocytogenes es sensible al formaldehido
a la CMI del 2% comparada con la solucién patréon de yodo 2% aun
cuando ésta bacteria patogena se encuentra en fase estacionaria,
pudiendo ser usado para el control y eliminacién de L. monocytogenes
mediante la desinfeccién de superficies, equipos, instalaciones de
plantas procesadoras de alimentos mas no para hortalizas. Fue sensible
al acido acético a la CMI de 26%, sin embargo fue resistente al
hipoclorito de sodio 4% y al acido citrico 31%.

. Se determind que Listeria monocytogenes es sensible en 100% frente
a Ampicilina, Penicilina, Eritromicina, Gentamicina y Vancomicina. Sin
embargo la Ampicilina tuvo la CMlgs mas baja de 0.06 y 0.12 pyg/mL.
Estos cinco antibiticos resultaron ser efectivos para tratar Ia listeriosis.
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RECOMENDACION

v" Continuar la investigacion con las dos cepas de L. monocytogenes ya
aisladas frente a otro tipo de agentes germicidas quimicos menos
toxicos para el control y erradicacion de esta bacteria en superficies,
equipos e instalaciones, debido a que el formaidehido es considerado un
compuesto peligroso para la salud.

v Seguir con la investigacion de las dos cepas de L. monocytogenes ya
aisladas frente a otros agentes germicidas como compuestos organicos
para la eliminaciéon de esta bacteria patégena en hortalizas tomando en
cuenta tiempos de contacto.

v Realizar un estudio de la cadena productiva de las hortalizas para ver el
origen de la contaminacion por L. monocytogenes.

v Informar y asesorar al sector productor, consumidor y comercializador
sobre los diversos factores que afectan a la calidad horticola a través de
camparfias educativas y de concientizacién, utilizando los medios de

comunicacion mas accesibles.
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ANEXO N° 1. AISLAMIENTO DE Listeria spp. A PARTIR DE HORTALIZAS

Pre-enriquecimiento de las muestras con caldo de Enriquecimiento con suplemento selectivo para
Enriquecimiento selectivo para Listeria segiin Fraser Listeria segtin Fraser.
(base).

e

Frascos conteniendo caldo Fraser, después de las 48 Siembra de in6culo a partir de caldo Fraser a placas
horas de incubacién. con agar selectivo para Listeria: Agar Palcam y
Oxford base.
\.
[

Agar Oxford base, colonias pequefias, redondas, Agar Palcam, colonias pequefias, redondas de color
color gris azulado rodedadas de un halo negro con verde- grisiceo rodeadas de una halo marrén- negro.

una depresién central.




ANEXO N° 2. IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE
PERFIL BIOQUIMICO CONVENCIONAL
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Coloracién Gram: Bacilos cortos Gram

Positivos. Observacién microscépica

(100 X)

Urea negativa,
Listeria no metabolizé
la urea, porque no
sintetiza la enzima

ureasa.

Indol Negativo,
formacién de un anillo

de coloracién amarillo.

TSI A/A, Listeria
metaboliza 2 6 mas

azucares.




Catalasa positiva, Listeria produce
burbujas ya que posee la enzima
catalasa para degradar el peréxido de

hidrogeno.

Mobilidad a 25°C en
forma de “sombrilla”
por la presencia de

flagelos.

Prueba de
CAMP
positiva, se
observa el
area de
hemolisis en
forma de
“punta de
flecha”.

—




ANEXO N° 3. RESULTADOS DEL PERFIL BIOQUIMICO DE IDENTIFICACION CONVENCIONAL PARA Listeria spp.

Mercado Nro Crecimiento | Crecimiento | TSI | Indol | Urea | Catalasa | Prueba | Movilidad | Coloracion
cepa Agar Agar de a 25°C Gram
Oxford Palcam CAMP

ATCC + + A/A - - + + + BGP
19118
01E
02E
03E
04E
05L
06L
07L
08L
09R
10R
11R
12R
13T
14T
15T
16T
177
182
197
20Z

+ AJA - - + + + CGP

n AA - - + + + CGP, BGP

+ A/A - - + + + BGP

oXxuUumu Z>W0

+ AA | - + + + + CGP

N I AR AR A R AR AR R I A
1
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Oxford
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Prueba
de
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Coloracién
Gram

>=EHP>PIOVOP>PN0A

21R

+

22R
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CGP
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40E
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Mercado

Nro
cepa

Crecimiento
Agar
Oxford

Crecimiento
Agar
Palcam
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Catalasa

Prueba
de
CAMP

Movilidad
a 25°C

Coloracion
Gram
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+
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Mercado | Nro | Crecimiento | Crecimiento | TSI | Indol | Urea | Catalasa | Prueba | Movilidad | Coloracién
cepa Agar Agar de a 25°C Gram
Oxford Palcam CAMP
81R + -
82R + + A/A - - + + + ' BGP
83R - - ~ .
84R + + A/A - - .+ + + BGP
85L + -
v 86L + -
' 87L + -
N 88L n - « '
o 89E + + AA| + - ¥ + + BGP
c 90E + - |
A 91E + ¥ ANA| - ; ¥ ¥ ¥ BGP
2 92E ¥ -
93T + + A/A - - + + + BGP
H
o 94T - - , . '
N 95T + + A/A - - + ' - - . BGP
96T + - ‘ ,
977 + - ' '
987 + + AA| + - + + + CGP
997 + + A/A - - + + + BGP -
100Z + + K/A - + - - - CGP

E= Espinaca, L= Lechuga, R= Rabanito, T= tomate, Z= Zanahoria, C (Cocos), B (Bacilos), CB (Cocobacilos), GP (Gram Positivo), GN (Gram Negativo)

A partir de 100 muestras de hortalizas, se obtuvieron 25 cultivos de Listeria spp.[ | de donde se identifico 7 cultivos presuntivos
como Listeria monocytogenes [ |mediante el perfil de identificacién bioquimico convencional.
Se utilizé como cepa patron para las pruebas de identificacion, Listeria monocytogenes ATCC 19118.



ANEXO N° 4. IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes MEDIANTE API
" LISTERIA (BIOMERIEUX, FRANCIA)

( Se reunié fondo y \

tapa de una cdmara
de incubacidn y se
repartié
aproximadamente 3
mL de agua destilada
en los alvéolos del
fondo para crear una

K atmésfera himeda.

4 )

Se colocaron las
galerias en la cdmara
de incubacién.

- _J

4 )

Se cogieron colonias
bien aisladas. Se
usaron cultivos
jovenes (18-24 horas).

. _/

4 A

Se realiz6 una
suspensién de
turbidez igual a 1
McFarland.

- /




R |

i eneddel
e

chasiRd

PP

oM

4 )

Esa suspensién se
comparé con un
patrdn de la escala
McFarland, y fue
utilizada de
inmediato.

J

( )

Se reparti6 la
suspensién bacteriana
precedente, llenando
cuidadosamente cada
cipula.

. J

Antes de la incubacién

(" )

Se cerré la cdmara de
inmediato y se incubé
a 36°C/ 24 horas.

. )




ANEXO N°5. CINETICA DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS AISLADAS DE

Listeria monocytogenes

La cinética de \

crecimiento se
realizé en las
instalaciones del
laboratorio de
Tecnologia
Farmacéutica de la
carrera profesional
de Farmaciay
Bioquimica.

J




ANEXO N°6. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A AGENTES
GERMICIDAS POR EL METODO KIRBY BAUER MODIFICADO

Se inocularon las dos
cepas sobre la
superficie del agar
Muller Hinton.

Se realizaron pozos de
6mm de didmetro y
seguidamente se vertié
25 ul de la solucién
patrén de yodo

Se vertieron también
los agentes germicidas:
hipoclorito de sodio,
4cido acético, 4cido
citrico y formaldehido.

Después de la
incubacién se midieron
los halos de inhibicién

con un Vernier.




Halo de inhibicién Halo de inhibicién
producida por el Acido producida por el
: acético Formaldehido

Halo de inhibicién Halo de inhibicién
producida por el producida por el Acido
Hipoclorito de Sodio citrico




ANEXO N°7. Tratamiento Estadistico- ANOVA

Estadistic‘os descriptivos

Descriptivos

{'N | Media Desviacion| Error Intervalo de [ Minimo | Maximo
- . 7| tipica | tipico | confianza para
- ) la media al 95% i
Limite | Limite
-l inferior | superior
Hipoclorito | 5-/18,300{ 7,1292 3,1883| 9,448 | 27,152 | 10,0 26,5
Diametro | Acido acetico |12 (20,917 16,3274. |4,7133{10,543 | 31,291 ,0 40,5
del halo | Acido citrico_[14]19,071| 11,7242 [3,1334[12,302| 25841 | 0 29,0
(84R) Formaldehido | 7 39,286| 16,3754 [6,1893]24,141| 54,430 | 15,0 60,5
Total 38(23,276| 15,3903 [2,4966|18,218| 28,335 0 60,5
Hipoclorito- | 5 [19,300| 6,6765 |2,9858(11,010] 27,590 | 11,5 27,5
Diametro | Acido acético |12 |19,892| 15,0872 |4,355310,306 [ 29,478 ,0 355
del halo | Acido citrico |14[20,107| 12,0961 |3,2328 13,1-23 27,091 0 30,0
(99Z) | Formaldehido| 7 |39,571| 17,6055 |6,6542|23,289| 55,854 | 14,0 62,5
Total 38[23,518| 15,2967 |2,4814|18,491( 28,546 ,0 62,5
Hipoclorito | 5-{19,800| 6,8337 |3,0561)|11,315] 28,285 | 12,0 29,0
Control | Acido acético | 12 19,983 | 15,6717 |4,5240|10,026 | 29,941 ,0 43,0
(ATCC | Acido citrico |14 {19,643| 12,2072 13,2625|12,595| 26,691 0 30,0
19118) |Formaldehido| 7 {39,714| 16,8198 |6,3573]24,159| 55,270 | 16,0 62,0
Total 38123,468| 15,4119 |2,5001|18,403| 28,534 ,0 62,0
Fuente: Elaboracién propia.
Prueba de Kolmogorov- Smirnov
Diametro del | Diametro del | Diametro del
halo (84R) halo (992) halo Control
(ATCC 19118)
N 38 38 38
. ap Media 23,276 23,518 23,468
Parametros normales® L
Desviacion tipica 15,3903 15,2967 15,4119
Diferencias mas Absoluta ,119 ,143 137
Positiva 119 ,143 137
extremas .
' Negativa -111 -118 -119
Z de Kolmogorov-Smirnov ’,234: },_8_8_22 [,§gg
| Sig. asintot. (bilateral) ,655 1419 1478

a. La distribucién de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.

Si sig > a 0,05 presenta una distribuciéon homogénea.

Si sig < a 0,05 no presenta una distribucién homogénea.




Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gl gi2 Sig.
B} 1- ~ Levene i Lo
Diametro del halo 84R 2072 3| e 22
Diametro del halo 992 - 2,308 3 34 ,094
Diametro del halo Control 1,931 3 34 1143

Ho: ua = s = jic = Wp; esta hipétesis nula se acepta si sig > 0,05
Hi: pa # U # Uc # pp; esta hipdtesis alterna se acepta si sig < 0,05




ANEXO N°8: DIAGRAMAS DE LA PRUEBA POST HOC PARA LA
'DETERMINACION DE GRUPOS HOMOGENEOS

Relécién_ entre agentes germicidas y halo de inhibicién
) (Cepa 84R) ST

rrs

8
3

4
S
1
1
f
Y

8
g

Media de Diametro de! halo M84
]
3

8
2

15,0

Hipodlorto Acido Bcetico Ackio ctrico Formaiiehido
Tipo de soluclones

Relacién entre agentes germicidas y halo de inhibicién
(Cepa 992)

40,0

8 R
s e

Media de Diametro del halo M93
1
°
1

B
T

180~

Hipociorto, Acido acetico ‘Acko chrico Formaidztido
Tlpo de soluclones

Relacién entre agentes germicidas y halo de inhibicién

(Cepa Control)
40,0
o 3504
£
H
5
]
< a0
[}
-
g
@
£
3 507
@
-
[}
o
L'}
= 20,0 o —e-
15,01
H‘no:‘}nrﬂu Acido !Bcetico Acido Icitrlca ana!ldel'ddc

Tipo de soluciones



ANEXO N°9. DETERMINACION DEL pH DE LOS AGENTES GERMICIDAS

pH del Hipoclorito de sodic

pH‘ Diametro

Concentracion del Hipoclorito de sodio %

(viv) promedio
0.5 12.29 10.8
1 12.69 13,5
2. 13.00 | - 18.5
3 13.16 | 243
4 113.21 27.0

pH del Acido acético
Concentracion del Acido Acético % (v/v) | pH | Diametro promedio

1 2.84 0.0
2 2.66 0.0
4. 2.49 | 0.0

.5 247 | 0.0
10 2.26 22.3

15 2.04 25.3
20 1.98 278
25 1.84 30.0
26 1.83 31.8
27 1.82 35.3
28 11.81 37.0
29 1.80 | 40.8

pH del Acido citrico

Concentracién del Acido Citrico % (p/v) | pH | Diametro Promedio
0.5 2.52. 0.0
1 2.18 0.0
2 1.91 0.0
5 1.64 12.3
10 1.47 17.3
15 1.36 | 215
20 1.34 | 26.3
25 1.16 28.8
26 1.14 28.3
27 1.10 29.3
28 1.08 28.5
29 1.06 29.3
.30 1.03 29.0
31 1.02 | 29.0




pH del Formaldehido

Concentracion del Formaldehido % (v/iv) | pH | Diametro Promedio
' 0.5 . 5.051 .. 14.5
1 4.20 25.5
2 4.06 32.0
3 4,01 39.8
4 . 3.85 | . 44.8
6 - 3.67 58.0
8 3.49 | 61.5




ANEXO N°10. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS
POR EL METODO M.I.C.EVALUATOR

b, ! seene. ol

- .;0.'..‘)' : ‘

i
ape

) Se seleccionaron 2-3
i : colonias de las cepas de

m - L. monocytogenes

Se preparé el inéeulo y
se comparé con el
patrén McFarland 0.5

Comparacién con la
escala McFarland 0.5.

Se sembré el
microorganismo en
placas de agar Muller
hinton + 5% sangre




Se colocaron
cuidadosamente las
tiras en la superficie

del agar. Se incubaron
a 37°C/24 horas




ANEXO N°11. OBSERVACION DE LOS PUNTOS DE CORTE
PRODUCIDOS POR LOS ANTIBIOTICOS M.I.C.EVALUATORS

“84R 997 Cepa L. monocytogenes ATCC

Puntos de corte (ug/mL) producidos por Ampicilina en las 3 cepas de L. monocytogenes
(84R, 99Z y patrén)

997, Cepa L. monocytogenes ATCC 19118

BT &

Puntos de corte (ug/mL) producidos por Gentamicina en las 8 cepas de L. monocytogenes
(84R, 99Z y patrén)

Cepa L. monocytogenes ATCC

84R 997

Puntos de corte (ug/mL) producidos por Penicilina en las 3 cepas de L. monocytogenes
(84R, 99Z y patrén)



84R

Cepa L. monocytogenes ATCC

-

e

Puntos de corte (ug/mL) producidos por Eritromicina en las 3 cepas de

L. monocytogenes (84R, 99Z y patrén)

9972

Cepa L. monocytogenes ATCC

=
e
|
[
e
'
€
i
<>
>
e
{23 )

Puntos de corte (ug/mL) producidos por Vancomicina en las 3 cepas de

L. monocytogenes (84R, 99Z y patrén)




ANEXO N°12. FERMENTACION DE AZUCARES (API LISTERIA) DE

LAS CEPAS 84R Y 99Z DE Listeria monocytogenes

Tests Componentes Coloracién Resultado J
i activos (.
DIM Sustrato Rosa beige Negativo
enzimatico
ESC Esculina Negro Positivo
citrato férrico
aMAN 4-nitrofenil- Amarillo Positivo
' aDmanopiranosi
da
DARL D- Arabinol Amarillo Positivo
XYL D-Xilosa Rojo Negativo
anaranjado
RHA L-Rhamnosa Amarillo Positivo
MDG Metil- Amarillo Positivo
aDglucopiranosi
do
RIB D-Ribosa Rojo Negativo
anaranjado
G1P Glucosa-1 Rojo Negativo
Fosfato anaranjado
TAG D-Tagatosa Rojo Negativo
anaranjado e




ANEXO N°13. RESOLUCION MINISTERIAL N° 591-2008 “NORMA
SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS MICROBIOLOGICOS
DE CALIDAD SANITARIA E INOCUIDAD 'PARA LOS ALIMENTOS Y
BEBIDAS DE CONSUMO HUMANO”.

XIV.2 Frutas y hortalizas frescas semiprocesadas (lavadas, desinfectadas, peladas, cortadas ylo
precocidas) refrigeradas y/o congeladas.

Agente microbiano Categoria | Clase n c nl;imlte por 9 Y
Aerobios meséfilos 1 3 5 3 10° 108
Escherichia coli ' 5 3 5 2 10 10°
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia /25 g —
Listeria monocytogenes (*) 10 2 5 0 Ausencia /25 g ——

(*) Solo para frutas y hortalizas de tierra (a excepcion de las precocidas).




ANEXO N°14. CERTIFICADO DE LA CEPA ATCC

&
ATCC

Product Sheet
Listerla monocytogenes
(ATCC® 19118™)

Please read this FIRST

}\ Dasately § ovel
f g 2

e Dascription

Designation: 112109
Nama: Usteria

P (Mumayetal) Prie
Antigenic Properties: Setoype de

lfé Propagetion -

Msdium
MAEQUM 44 Bran Heart imusion Agarson

Growth Conditions
Temperature: 37.0°C

Propagaticn Procedurs

1. Open VR CC0IaNg 10 eNTI0sed NSTUCHONS,
2.Using a single tube of #44 Broth (6 to & mi), withdraw approximately €.8 to 1.0 m with a Pasteur
or 1.0mpipsits. Rehydraie the sntire pelletr.

intended Use

This product is inended Jof Teseardh use ORY. R 15 not
Intendes for any anmalor human therapeutc of
E3GOSHC Uee,

3.A transfer this allquot back Into the broth tuba. Mix wall.
4.Use several drops of the suspension to Inoculate 3 #44 agar stant andor plate,
5. [nzubate he tbes and plate 9t 379C for hours.

B Vo

Citation of Strain Colanies cn #44 ore entre, glistering, creutyy, amodth, faised, 2 hemolysis on
i haep blood Aar
ituse ¢f fs culture rasuts in a stientific t Acdnonal 1nis cuture is avatable on the ATCC® web site At www atcc.oig

shoukd be ciled in that manuscrkR i te foliowing
manuer. Lstersa nonocyiogenes (ATCC® 19118™)

Amaricar Tyns Culare Collaction
PO Bax 1549

Margises, VA 20108 BSA
i oy

630638 507 or 202.395.2100
Far 701.333.215)

Emab Teer@atce og

O costact yoor focal AISNDUDT

Page 1012

Referentces

Referentes and othet informalion retting tn this prockict are avaiadle onime at www alee org.

@ Blosafety Levet: 2

Appropraio safety procodures should atways bo used with this materral Loboratory safely is discussed m
the cutren? pudlication of the Biasatary & and L tromtne U S,
Deparment of Heam and Human Sences Disease X anc Ranenal instares
for Heam.

ATCC Wasranty

The vaabitty of A1CC® products 1S warraned sof 30 days from the ¢a'e o shipment, ard s vald only § the
product i3 stored and atured e ncluded on this product on sheet. ATCC
Ests the mecia that has been Tective ¢ this straln, 3 media
may 'S0 produce Satistaciory resulls. 3 chianje in media of the absence of an addive tom the ATCC
recommended medla may affedt recovery, grovth arrdfor lunstion of 13 ston. I o atematve medum
formutaton b uzed, the ATCC warrarty for viaddly s oo loager vald.

Disclaimers

This product is tatended for kaberatory research putpesss enly. it is nol ketended for use in humans.

While ATCC utet reatonshie elorts to neud2 acturate and up-to-date infermation on this product
sheet, ATCE makes no warantes or representaions s &6 its accuracy Citations from sclentific lleratixa
and paten's ate provided io? intormationil puTposes iy, ATGC dous N0t warrant Uit such nforniicn hiss
deen confrmed te be acturate.

This product 15 senl wih the condion that you are tesponsbie for its safe storage, handing, and use.
ATCT s 0ot hable for any damages of Nfunes ansing rom receipt and/or bse ol NS prooutl. Vitue

efiori & i i i depost, ATCC is not hadle for
damages arising t-om the misidentitcation cr mistepresentation ¢f cutures.

Please see e enciosad Materiat Transfer Agreemers (MTA) for further detals reganding the use of hs
PIDAKL The MTA 15 ¥s0 avatalle on our Web siis at www.atce ocq

Agiitonat irformaton Cnths tuture ks vakadie on he ATCC web site 3t www.alce o).
©ATCC 2013 Al 1ighTs teteten), ATCC is a registencd) Tademan of Die Americen Type Cutue Comction. {01714]




