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1. RESUMEN

Listeria monocytogenes es uno de los microorganismos patégenos reemergentes mas
relevantes de los ultimos afios, es responsable de casos individuales y brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA); con serias consecuencias en la salud
publica. Es una bacteria muy extendida en el medio ambiente, con portadores en
varias especies como ser: bovinos, ovinos, suinos, aves, equinos y humanos, y su
principal via de transmision son los alimentos, destacandose dentro de éstos, los
alimentos listos para el consumo. Una de las caracteristicas mas importantes de L.
monocytogenes, es su capacidad para sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de
refrigeracidn, caracteristica que inspira el presente estudio. Por otra parte, Listeria
innocua es otra especie dentro del género Listeria, si bien no es patégena, comparte
caracteristicas de crecimiento con L. monocytogenes, por lo cual es factible el
crecimiento del patdgeno si se encuentra presente L. inoccua. El presente trabajo tuvo
como objetivo principal determinar la presencia de Listeria monocytogenes en
refrigeradores domésticos en la ciudad de Montevideo y simultdneamente se evaluo
los posibles factores que influyen en el crecimiento, tales como temperatura,
condiciones higiénicas de los refrigeradores y buenas practicas de almacenamiento.
Se encontré que L. monocytogenes estaba presente en 4 de los 100 refrigeradores
muestreados y Listeria innocua en 22 de los 100 refrigeradores investigados. El 86%
de los refrigeradores muestreados funcionaba a una temperatura superior a 4.0°C,
siendo este un factor de gran importancia ya que dicho microorganismo se desarrolla
facilmente a estas temperaturas. Se determiné que el 100% de los refrigeradores
muestreados eran higienizados de forma incorrecta, utilizando detergente o
desinfectante, o ambos productos mezclados. La frecuencia de limpieza y/o
desinfeccion resultd ser en el 49% de los casos mayor a un mes. Se observé que en
el 42% de los refrigeradores se almacenaba alimentos crudos junto a alimentos listos
para consumir, y el 39% almacenaba alimentos sin ningun tipo de proteccion, siendo
este un factor muy importante para la contaminacién tanto de alimentos como del
propio refrigerador.



2. SUMMARY

Listeria  monocytogenes is one of the most relevant reemerging pathogenic
microorganisms in recent years, is responsible for individual cases and outbreaks of
foodborne diseases (ETA); with serious consequences on public health. It is a
widespread bacterium in the environment, with carriers in several species such as:
cattle, sheep, suines, birds, horses and humans, and its main route of transmission is
food, standing out within them, ready-to-eat foods. consumption. One of the most
important characteristics of L. monocytogenes, is its ability to survive and multiply at
cooling temperatures, characteristic that inspires the present study. On the other hand,
Listeria innocua is another species within the genus Listeria, although it is not
pathogenic, it shares growth characteristics with L. monocytogenes, so the growth of
the pathogen is feasible if L. innocua is present. The main objective of this work was
to determine the presence of Listeria monocytogenes in domestic refrigerators in the
city of Montevideo and simultaneously the possible factors that influence growth were
evaluated, such as temperature, hygienic conditions of the refrigerators and good
storage practices. L. monocytogenes was found to be present in 4 of the 100
refrigerators sampled and Listeria innocua in 22 of the 100 refrigerators investigated.
86% of the sampled refrigerators operated at a temperature above 4.0 ° C, this being
a factor of great importance since this microorganism develops easily at these
temperatures. It was determined that 100% of the sampled refrigerators were sanitized
improperly, using detergent or disinfectant, or both mixed products. The frequency of
cleaning and / or disinfection was found in 49% of cases greater than one month. It
was observed that in 42% of the refrigerators raw food was stored next to ready-to-eat
foods, and 39% stored food without any protection, this being a very important factor
for the contamination of both food and the refrigerator itself.



3. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son un problema sanitario
gue debe ser considerado en un &mbito de caracter social, tecnoldgico, econémico,
cultural y politico. Por ser un problema recurrente en los paises en vias de desarrollo,
las autoridades sanitarias deben dirigir campafias de vigilancia y asistencia continua
a fin de prevenir o corregir situaciones que son peligrosas y que afectan la salud de la
poblacion (Kopper et al., 2009).

Las ETA se definen como cualquier sindrome originado por la ingestion de productos
alimenticios y/o agua que contengan agentes patdgenos en cantidades tales, que
afecten la salud del consumidor (OMS, 2019).

De acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO), se pueden
presentar de tres diferentes maneras: infecciones causadas por alimentos (ingestion
de alimentos que poseen microorganismos patdgenos vivos), intoxicaciones
causadas por alimentos (toxinas o mohos presentes en el alimento ingerido) y
toxiinfecciones alimentarias, producida por el consumo de alimentos que poseen
microorganismos (m.o) patdégenos vivos y que, al llegar a un lugar propicio en el
organismo, se multiplican y liberan toxinas (PAHO, 2015).

Se estima que cada afio enferman en el mundo 600 millones de personas (casi uno
de cada diez habitantes) por ingerir alimentos contaminados, y que dichas
enfermedades, generalmente diarreicas, provocan 2,2 millones de muertes, en su
mayoria nifos. La diarrea es el sintoma agudo mas frecuente de las enfermedades
de transmision alimentaria (OMS, 2019).

El Departamento de Agricultura, Bioseguridad, Nutricion y Proteccion al Consumidor
(AG) de la FAO, a través de las unidades técnicas correspondientes, es responsable
del estudio constante de las ETA, para poder asistir a los distintos paises en sus
esfuerzos por vigilar y controlar estas enfermedades (Kopper et al., 2009).

En los ultimos afios ha incrementado el numero de brotes de ETA, el CDC reporta
para el afio 2007 un total de 1098 brotes en EEUU, con Salmonella como principal
agente causal. En el afio 2017 esta cifra llega a 4060 brotes reportados en dicho pais
(CDC, 2017). Algo similar sucede en Uruguay, en el afio 2006 se reportan 22 brotes
de ETA, y en el afio 2016 el reporte alcanza 47 brotes (Figura 1) (MSP, 2017). El
constante aumento de brotes, que se ha registrado a nivel mundial se debe a diversos
factores, entre ellos, el incremento del turismo, las migraciones poblacionales, caida
de las fronteras, la creciente globalizacion, aumento de la poblacién y acelerada
urbanizacion, aumento del comercio internacional de alimentos, alimentacion fuera
del hogar: merenderos, hospitales, escuelas, cantinas de empresas, restaurantes,
entre otros. Por otra parte, se conoce mejor el comportamiento de los patégenos, por
ejemplo, se sabe que éstos estan presentes también, en animales sanos, que actian
como reservorio, con la consecuente diseminacién de los mismos en el ambiente y el
aumento del riesgo de contaminacion de los alimentos.



Esto lleva a implementar mayores medidas de seguridad, como los son la vigilancia y
el desarrollo de nuevas formas de investigacion y deteccion de estos patdgenos por
parte de los laboratorios (Acuiia et al., 2002).

Figura 1. Numero de brotes de ETA reportados en Uruguay, 1993 — 2016
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Listeria monocytogenes es uno de los patégenos de interés para la salud publica,
causante de una enfermedad llamada listeriosis. La mayoria de los patdgenos
transmitidos por los alimentos que afectan a las poblaciones humanas tienen una
morbilidad relativamente alta pero una baja tasa de mortalidad, no obstante L.
monocytogenes presenta una alta mortalidad, es por esto que ante el diagndstico de
un caso de listeriosis ya se lo considera como un brote de la enfermedad (Schlech &
Acheson, 2000). Ademas de la gastroenteritis febril, la listeriosis es una infeccion del
torrente sanguineo y del sistema nervioso central (SNC) que puede ser mortal,
principalmente en poblaciones de riesgo, existen tres grupos principales, las
embarazadas, fetos y nifios pequefios, los ancianos, y los individuos con cuadros de
inmunosupresion (tumores malignos, administracién de corticoides, infeccion por VIH
en etapa SIDA), sobre quienes puede alcanzar valores de letalidad de 30% (Evans,
2016).

Se han destacado los alimentos listos para consumir (LPC) como de alto riesgo en
cuanto a la presencia de esta bacteria, es importante destacar que si bien las altas
temperaturas la pueden eliminar (70°C por 15 segundos), dichos alimentos no tendran
un tratamiento térmico previo a ser consumidos (Mufioz et al., 2011). Asi mismo, los
alimentos almacenados a temperaturas de refrigeracion durante un periodo
prolongado son considerados de alto riesgo, dado que Listeria puede desarrollarse a
temperaturas de refrigeracion, si bien se trata de una bacteria mesoéfila, ya que su
rango 6ptimo de crecimiento esta entre los 30°C y 37°C, también se la considera
psicrotrofa debido a su facilidad para sobrevivir y multiplicarse a bajas temperaturas
(-2°C a 4.0°C) (Farber & Peterkin, 1991, FDA, 2012; FAO, 2014).



En nuestro pais se han asociado algunos alimentos con la presencia de L.
monocytogenes de los cuales podemos destacar: embutidos o productos de
fiambreria, pescados y carnes crudas o parcialmente cocidas (vacuna, cerdo, aves,
etc.), patés, productos de carne para untar o pescados ahumados que requieren
refrigeracién, leche cruda (sin pasteurizar) y productos elaborados con ella: quesos
crudos artesanales, quesos blandos y semiblandos, ensaladas preparadas, frutos del
mar ahumados y refrigerados, verduras sin lavar, incluyendo aquellas que se
encuentren envasadas (Intendencia de Montevideo, 2014).

4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Caracteristicas del género Listeria

Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos Gram-positivos cortos,
regulares, no esporulados ni ramificados, que suelen observarse en disposicion
individual o formando cadenas cortas. Presentan de 1 a 5 flagelos peritricos que les
confieren movilidad a 25°C, sin embargo, se pierde dicha movilidad a 37°C por
inactivacion de los flagelos. Las colonias son pequefias (de 1 a 2 mm tras uno o dos
dias de incubacion) y lisas. Son bacterias aerobias-anaerobias facultativas, catalasa
positivas y oxidasa negativas (ICMSF, 1998).

Listeria spp esta presente en una gran variedad de fuentes, tales como agua dulce,
salada, polvo ambiental, fertilizantes, vegetacion en descomposicion; alimentos para
animales, alimentos crudos de origen animal, incluidos aves frescas y congeladas,
carnes rojas y productos carnicos; pescado, productos lacteos como leche, quesos y
helados; frutas y vegetales crudos; y también a partos de heces de humanos y
animales, tanto sanos como sintomaticos (Benadof, 2008).

Dicho género comprende las siguientes especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seligeri, L. welshimeri, L. innocua, L. grayi, L. dentrificans. Dentro de éstas, las
especies consideradas patégenas son la L. monocytogenes que afecta al hombre y L.
ivanovii asociada a enfermedades en rumiantes (Alcayaga & Hott, 2008; ACHIPIA,
2017). L. monocytogenes es la mas frecuentemente aislada en laboratorios clinicos y
es la causante de la listeriosis (Acufia et al., 2002). Si bien, L. innocua no causa
enfermedad, comparte caracteristicas bioquimicas y de cultivo con L. monocytogenes,
por lo cual se la considera un indicador biologico del patdgeno, por otra parte,
comparten factores extrinsecos de crecimiento (tales como, temperatura, pH, aw)
(Fairchild & Foegeding, 1993).

La identificacién de la especie es de suma importancia ya que todos sus miembros
pueden llegar a contaminar el alimento, pero solamente L. monocytogenes produce
patologias en humanos. Dicha identificacion se realiza mediante unas pocas
reacciones bioquimicas y la capacidad de producir hemdlisis, caracteristica esencial
para distinguirla de L. inncoua que es la especie no patdgena aislada mas a menudo
(Dalton et al.,1997).
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4.2 Listeria monocytogenes

Se trata un bacilo Gram - positivo, aerobio - anaerobio facultativo, no esporulado, con
la capacidad de desarrollarse en un amplio rango de temperaturas (FDA, 2012; MSP,
2017).

Listeria monocytogenes se describié por primera vez en Inglaterra por Murray et al.,
(1926), quienes la caracterizaron como una bacteria Gram positiva con el nombre
Bacterium monocytogenes (Bardn, 2018). Afios mas tarde, en 1957, el aleman Heinz
Seeliger impuso el nombre Listeria monocytogenes en honor al reconocido cirujano
britdnico Joseph Lister (Noriega et al., 2008).

Existen trece serovares de L. monocytogenes (1/2a, b, c; 3a, b, c; 4a, ab, b, c, d, e,
7), de los cuales, el 4b, 1/2a, y 1/2b se vinculan con mayor frecuencia a cuadros
patogénicos (Bell & Kyriakides, 2005).

Se ha estimado una letalidad entre el 15-30%, la cual es muy alta, afectando mas
gravemente a los grupos de riesgo antes mencionados (FDA, 2012; MSP, 2017). Es
una de las causas mas frecuente de muertes en humanos por enfermedades
transmitidas por alimentos, lo que genera el interés mundial para el control de esta
bacteria. En paises desarrollados como EEUU y paises europeos, se encuentra
identificada dentro de las primeras causas de muerte por infecciones alimentarias
(Paciel & Medina, 2016).

4.2.1 Parametros de crecimiento de L. monocytogenes

pH vy salinidad

Crece en un rango de pH de 4.4 a 9.6, siendo el pH 6ptimo 7 (Rocourt & Buchrieser,
2007). De varios acidos (acético, lactico, citrico y clorhidrico) utilizados para reducir el
pH del caldo de infusion de cerebro y corazdon antes de usarlo como medio de
crecimiento para L. monocytogenes, el acido acético fue el inhibidor de crecimiento
mas efectivo. Es capaz de crecer en concentraciones de sal de 10% como lo son las
salmueras (Farber & Peterkin, 1991) y de sobrevivir a niveles elevados (30%) de NaCl
(Doyle, 2001).

Temperatura

Se clasifica dentro de las bacterias mesdfilas, con una temperatura maxima de
crecimiento de 45°C, ligeramente mas resistente al calor que otras bacterias
patégenas no esporuladas como la Salmonella y Escherichia coli. Su temperatura
Optima de crecimiento se sitla entre los 30°C y 37°C. Por otra parte, puede crecer en
alimentos a temperaturas de refrigeracion, incluso por debajo de 0°C (-2.0°C), por la
gue también suele clasificarse como una bacteria psicrotrofa (ICMSF, 1998). Jay et
al. (2005), indican que los psicrétrofos sintetizan lipidos neutros y fosfolipidos que
contienen una proporcion mas elevada de acidos grasos insaturados cuando crecen
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a bajas temperaturas en comparacién con temperaturas mas elevadas. Este aumento
en el grado de insaturacion de los acidos grasos, implica un descenso en el punto de
fusion de los mismos y tiene la funcion de mantener los lipidos en estado liquido con
mayor movilidad, con lo que permite a la actividad de la membrana continuar su
habitual cometido. El organismo resiste bien durante varias semanas a -18°C en
varios sustratos alimenticios y es posible que el almacenamiento en congelacion
durante un mes destruya muy pocas listerias (ICMSF, 1998). En lo que a su
inactivacion refiere, es destruida por los procesos térmicos usados de rutina en la
industria alimentaria, como lo son la pasteurizacion (75°C durante 15 segundos) y
esterilizacion (120°C durante 4 minutos) (De Matteis, 2018).

Efecto combinado de pH, NaCl y temperatura

Varios estudios han sido realizados sobre la interaccion del NaCl con el pH y la
temperatura, y se ha llegado a la conclusion de que los efectos del NaCl y el pH son
aditivos y no presentan ningun tipo de sinergismo (James, 2009). Extrafilamente, bajas
concentraciones de sal (4-6%) parecen brindarle una escasa proteccion contra pH
acidos. La temperatura es un factor influyente en la supervivencia de L.
monocytogenes cuando es sometida a estrés acido y osmético. A bajas temperaturas
(5°C-10°C), la bacteria pudo sobrevivir durante mas tiempo a altas concentraciones
de sal y bajo pH que cuando se la sometio a temperaturas mayores (30°C) bajo las
mismas condiciones (Cole et al., 1990).

Atmoésfera de envasado

Es capaz de sobrevivir y crecer bajo condiciones de anaerobiosis, lo que la hace un
peligro potencial para alimentos envasados al vacio o en atmosferas modificadas,
alimentos que comunmente se almacenan en refrigeracion (Shineman & Harrison,
1994).

Aw

L. monocytogenes tiene un limite inferior de aw de crecimiento de aproximadamente
0.90 a 30°C cuando se utiliza glicerol para controlar dicha actividad. A su vez, se han
citado limites de 0.92 y 0.93 utilizando NaCl y sacarosa, respectivamente (ICMSF,
1998). Estos datos evidencian que éste microorganismo sigue a los estafilococos
como patdgeno de origen alimentario capaz de crecer a valores de aw <0.93 (James,
2009).

12



Tabla 1. Factores que inciden en el crecimiento de Listeria monocytogenes

Condiciones de crecimiento Minimo Maximo Optimo
Temperatura (°C) -2a4 45 30a 37
pH (HCI como acidulante) 42 a4.3 94a95 7.0
aw (NaCl como humectante) 0.90a0.93 >0.99 0.97

Concentracién de sal (% NaCl en

<05 12a16 -
fase acuosa)

Adaptado de: Bover & Garriga, 2014
4.3 Patogenia de la listeriosis

Listeria monocytogenes puede invadir el organismo humano de diversas maneras, a
través del ojo y la piel después de una exposicion directa (en accidentes de
laboratorio, por ejemplo); aunque se cree que el tracto gastrointestinal es la via de
acceso mas importante (Rossi et al., 2008).

Se trata de una bacteria intracelular facultativa, puede sobrevivir en macréfagos e
invadir otras células tales como las células epiteliales, hepatocitos y células
endoteliales. Debido a esta caracteristica es que los anticuerpos humorales no logran
brindar una proteccion efectiva. Se unen a las células a través de una proteina
(integrina), para luego ser fagocitadas por células del huésped. Una vez dentro de las
células fagociticas son sometidas a un pH y ferritina bajos para tratar de eliminarla,
pero esto produce que la bacteria active una exotoxina (listeriolisina O), la cual es
capaz de lisar la membrana del fagolisosoma y asi acceder al citoplasma celular. La
listeriolisina O es una exotoxina hemolitica y citolitica, por lo que se entiende que es
un importante factor de virulencia de la bacteria. L. monocytogenes se disemina célula
a célula sin entrar en contacto con el medio extracelular, por lo cual es necesario que
la inmunidad que se ponga en juego sea la mediada por células. Luego de atravesar
la barrera gastrointestinal, llegan al higado, donde se multiplican activamente (Acufia
et al., 2002). Mas del 90% de bacterias son acumuladas en el higado, capturadas por
las células de Kupffer. En experimentos de deplecion del sistema inmune “in vivo”, los
macrofagos residentes destruyen la mayoria de bacterias ingeridas, lo que resulta en
la disminucién del tamafio de la poblacion bacteriana, durante las primeras 6 horas de
infeccion (Ebe et al., 1999). Las células de Kupffer inician el desarrollo de lainmunidad
anti-Listeria induciendo la proliferacion dependiente de antigenos de linfocitos T y la
secrecion de citoquinas (Gregory & Wing, 1990).

Si la replicacién no es contenida por la inmunidad innata del hospedero, la bacteria es
capaz de escapar y continuar replicandose. Por lo tanto, la supervivencia del
hospedero es dependiente de una efectiva respuesta inmune adaptativa, la cual, en
caso de fallar, le permitira a la bacteria reingresar al torrente sanguineo y alcanzar el
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cerebro (meningitis/meningoencefalitis) o la placenta (placentitis), causando una
infeccidn sistémica potencialmente fatal (Camejo et al., 2011).

4.4 Aspectos clinicos

La listeriosis se define clinicamente cuando el microorganismo es aislado de sangre,
liquido cefalorraquideo (LCR) o de otros sitios del organismo humano o animal que
normalmente son estériles, como la placenta (Low & Donachie, 1997).

En cuanto a la poblacibn con mayor riesgo, existen 3 grupos principales, las
embarazadas y sus fetos, los ancianos, y los individuos con cuadros de
inmunosupresién (tumores malignos, administracion de corticoides, infeccién por VIH
en etapa SIDA, entre otros) (Torres et al., 2005).

Esta enfermedad se puede presentar como una gastroenteritis febril leve, en personas
sanas, 0 puede presentarse la forma invasiva llevando a una meningitis,
meningoencefalitis 0 bacteriemia en grupos de riesgo (Tejera et al., 2015).

El periodo de incubacion varia entre 1 y 90 dias, siendo ésta una caracteristica que
dificulta el diagnostico y la identificacion del alimento implicado como fuente de
infeccion en casos o brotes de listeriosis (FDA, 2012; Suarez et al., 2017).

Existen dos formas de presentacion de la enfermedad:

Listeriosis no invasiva (gastroenteritis febril por Listeria monocytogenes), es una forma
leve que afecta sobre todo a personas sanas. Los sintomas son diarrea, fiebre,
dolores musculares y de cabeza. Los brotes de esta enfermedad se relacionan
generalmente con la ingesta de alimentos que contienen entre 10° y 10 UFC/g de
alimento (Suarez et al., 2017).

Listeriosis invasiva (con varios cuadros adyacentes), puede darse durante el
embarazo, principalmente en el dltimo tercio, donde las pacientes suelen presentar
fiebre, escalofrio, dolor dorsal, con posibilidades de provocar la muerte fetal o un parto
prematuro de un feto infectado. También se asocia esta bacteria con la
granulomatosis infantiséptica, cuando se da la transmision transplacentaria. En estos
casos el recién nacido presenta granulomas en multiples 6rganos (higado, bazo,
pulmones, rifiones y encéfalo), con una letalidad que puede alcanzar el 100%.
También puede provocar meningoencefalitis en periodo neonatal tardio y en adultos
con comorbilidad. Se la ha visto involucrada en encefalitis, en pacientes que presentan
cefalea y fiebre o pardlisis que simulan un ataque cerebrovascular. Puede generar,
ademas, infecciones focales a nivel cutaneo, ésta se ha visto en veterinarios en
contacto con animales enfermos y en trabajadores de laboratorio, ambos con
exposicién directa al patégeno. Para esta forma de presentacion de la enfermedad se
requiere una dosis infectante de 100 UFC /g de alimento (Torres et al., 2005).

Se ha visto que Listeria monocytogenes puede ser refractaria a los mecanismos
bactericidas de muchos antibi6ticos porque es intracelular y usa este mecanismo para
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multiplicarse y protegerse de los antibioticos que se encuentran en el fluido
extracelular. S6lo pocos agentes antimicrobianos pueden penetrar, acumularse y
alcanzar el citosol de las células que hospedan este microorganismo (Charpentier &
Courvalin, 1997). Los mas utilizados son tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol,
trimetoprim-sulfametoxazol, vancomicina y cefalotina (Oteo & Alés, 1997).

4.5 Fuentes de exposicién alimentaria

El habitat primario de la L. monocytogenes es el suelo y los vegetales en
descomposicion, en los cuales se desarrolla en forma saproéfita. Como ya hemos
mencionado, dicho microorganismo tiene una amplia distribucién por lo que existe un
riesgo alto de contaminacién de los alimentos durante su produccion o procesamiento.
Ha sido aislada en ganado vacuno, ovejas, cabras, aves de corral, y con menos
frecuencia en animales salvajes (Farber & Peterkin, 1991).

“A pesar de su ubicuidad la incidencia anual de listeriosis es baja en nuestro pais, 0.7
enfermos cada 100.000 habitantes, aunque la tasa anual de infeccidén es 3 veces mas
alta en mayores de 70 afios y 17 veces mas alta en embarazadas” (Acuia et al., 2002).

Los alimentos contaminados con esta bacteria son considerados el principal vehiculo
para la listeriosis. Se estima que el 99% de las listeriosis son transmitidas por los
alimentos (Scallan et al., 2011).

En la mayoria de los brotes de esta enfermedad los alimentos involucrados contaban
con valores superiores a 10° CFU/g de la bacteria (FDA/FSIS, 2001). No obstante, la
respuesta de la poblacion es muy variable y depende del triangulo, hospedador,
patégeno y alimento (Allos et al., 2004).

Es amplia la variedad de alimentos que han servido como fuente de exposicion al
patdogeno en brotes de la enfermedad. La Union Europea (UE) ha registrado un
aumento en las notificaciones de casos y brotes, identificando como alimentos
implicados los crustaceos, mariscos, moluscos y subproductos; queso; carne y
productos céarnicos, carne de cerdo y subproductos, verduras, jugos y productos
derivados (ensalada mixta). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
inform6 que, en 2013, se notificaron 1763 casos confirmados de listeriosis en
humanos en 27 estados miembros, con una tasa de notificacion de 0,44 casos por
cada 100.000 habitantes (8,6% mas que en 2012). En promedio, el 99.1% de los
casos fueron hospitalizados. La tasa de letalidad en ese afio (2013) fue de 15,6%
(AECOSAN, 2019).

Por su parte, Estados Unidos (EEUU) ha experimentado en el 2010 una serie de
brotes de listeriosis atribuidos a alimentos considerados de "riesgo moderado” o de
bajo riesgo, incluidas frutas y verduras (por ejemplo, apio, lechuga, melén, brotes,
fruta de hueso y manzanas acarameladas), asi como helados (Buchanan et al., 2017).
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Mas recientemente, en el afio 2017, se destaca el brote multiestado de listeriosis
asociado al consumo de queso elaborado con leche sin pasteurizar. Este evento
afect6 a un total de 8 personas, todos hospitalizados, de los cuales 2 fallecieron (CDC,
2017).

En Uruguay, el primer caso registrado de listeriosis (neurolisteriosis) fue en 1968 por
Galiana et al. (Acuia et al., 2002). En 2018 se aislaron e identificaron 35 cepas de
Listeria: 29 L. innocua y 6 L. monocytogenes, en medias reses de dos frigorificos de
nuestro pais, los aislamientos fueron llevado a cabo por el Laboratorio Tecnolégico
del Uruguay (LATU, 2018).

Desde el afio 1995, el pais cuenta con un sistema de Vigilancia de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (sistema VETA), lo que ha permitido tener informacion
sobre el comportamiento de este tipo de enfermedades. La notificacidén por sospecha
de cualquier enfermedad transmitida por alimentos es obligatoria dentro de las 24
horas (Decreto 41/012). Dicha vigilancia es llevada a cabo mediante una estrategia
universal en base a la identificacion de los casos clinicos y su posterior confirmacion
a través de analisis de laboratorio (MSP, 2017).

En Uruguay, la vigilancia de las infecciones invasivas por Listeria monocytogenes se
realiza por medio de la notificacién obligatoria de meningitis. EI Departamento de
Laboratorios de Salud Publica recibe las cepas aisladas ya sea en muestras de liquido
cefalorraquideo en el caso de meningitis o de hemocultivos en otras formas de
presentacion invasiva. Por la importancia del patdgeno, la sospecha de un sdlo caso
de Listeria monocytogenes se debe notificar de inmediato, procediendo
obligatoriamente a la busqueda urgente de mas casos (MSP, 2017).

En patrticular, la vigilancia de listeriosis invasiva, en la cual se denuncian los casos de
meningitis, permitio tener registros de esta enfermedad en Uruguay. Entre los afios
2010 y 2013 se constataron 11 casos que cursaron con meningitis y sepsis grave. En
todos los casos los pacientes presentaban algun factor predisponente tales como la
edad (mayores de 70 afios), o alguna enfermedad de base (pacientes diabéticos y
alcohdlicos) (Tejera et al., 2015).

En el afio 2016 se registré un aumento en la incidencia anual de esta enfermedad. Se
notificaron 17 casos durante el transcurso del afio, con 7 fallecimientos, determinando
una letalidad del 41%. En ninguno de los casos se logré identificar el alimento que
actué como fuente de infeccion (MSP, 2019).

Méas en la actualidad, Suéarez et al. (2017), en un estudio de caso clinico en Uruguay
de una nifia de 9 afios con sintomatologia de gastroenteritis febril con afectacion
neurolégica se confirmé meningoencefalitis y se aislé L. monocytogenes. En este caso
tampoco fue posible identificar un alimento implicado como vehiculo.

Estos eventos podrian indicar un cambio en el comportamiento de la enfermedad en
Uruguay, con un aumento demostrado en la incidencia de la enfermedad (Tabla 2). El
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cambio de cultura y habitos de alimentacion de nuestra poblacion, como por ejemplo
el aumento de la demanda de alimentos preparados listos para consumo, pueden ser
factores predisponentes que han determinado un aumento en la exposicion y riesgo
de infeccién por L. monocytogenes (Alcayaga & Hott, 2008).

La listeriosis al igual que otras ETA, son importantes enfermedades para nuestro pais,
por ser un significativo mercado productor y exportador de alimentos (Acufa et al.,
2002).

Tabla 2. Distribucion de casos de listeriosis segun afo, sexo, lugar de residencia,
edad y evolucién. Uruguay periodo 2010 — 2018

(o]
Afo N Femenino | Masculino Departamento Edad Evolucién
casos
2010 1 1 0 1 Durazno 74 afos
s/d
Maldonado 1 11m ”
2011 5 1 4 Montevideo 3 71 a, 83,a, 41a S
San José 1 35a
Canelones 2 65a,73a ”
2012 6 5 1 Montevideo 3 454,22 a,21a S
Salto 1 60 a
2013 3 0 3 Montevideo 3 84 a, 54 a, 66 a s/d
Florida 2 75a 50a
Montevideo 6 3d,5d,263,454,
50a,57a S/d
2014 12 6 6 Rocha 1 50 a
Tacuarembo6 1 1d
Treintay Tres 1 4a
Colonia 1 sd
Montevideo 4 483, 57 2’ 704,83 Fallecidos
2015 6 3 3 - 2
Rivera 1 51a 702, 482
Canelones 1 75 a
Canelones 3 3d,47a,62 a
Colonia 3 14d , 68 a, 68 a Fallecidos
68 a, 77 a, 63 a, 59 !
. 59 a, 40 a,
2016 17 9 8 Montevideo 8 a, 59 a, 34 a, 48 a,
36 a 94, 66 a,
63 a, 77 a,
Soriano 2 22a,9a 48 a
Treintay Tres 1 66 a
Canelones 2 32a,22a Fallecidos
2017 8 2 6
Maldonado 1 68 a 1
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Montevideo 5 | S™ 4° @ 832,793, 83 a
58 a
Canelones 3 75 a, 46 a, s/d Fallecidos
2018 9 4 5 Maldonado 1 — 5/54 _ .
Montevideo 5 a a7,4 a a, a, 25a

Fuente: Division de Epidemiologia, MSP, 2019
4.6 Biofilms o Biopeliculas

“Los biofilms se definen como comunidades complejas de microorganismos que
crecen embebidos en una matriz organica polimérica autoproducida y adherida a una
superficie viva o inerte, y que pueden presentar una unica especie microbiana o un
abanico de especies diferentes” (Kraigsley et al., 2002).

Su formacion les confiere algunas ventajas a los microorganismos alli presentes,
como, por ejemplo, los protege frente a la accion de agentes adversos como lo pueden
ser detergentes y desinfectantes. Aumentan la disponibilidad de nutrientes para un
mayor crecimiento, posibilita el aprovechamiento del agua, disminuyendo asi la
posibilidad de deshidratacion y favorece el intercambio de material genético
(Colesterton et al., 1999).

En lo que respecta a su contenido puede llegar a ser de un 97% de agua. Ademas,
podemos encontrar células bacterianas, la matriz del biofilm es un conglomerado
formado principalmente por exopolisacaridos (Sutherland, 2001).

Su conformacion es un proceso dinamico que consta de adhesion, colonizacién y
crecimiento de los microorganismos (Kumar & Anand, 1998).

Para la formacion de estas biopeliculas existen varias fases: “(i) una adsorcién
reversible de la bacteria planctonica a la superficie, (ii) unién irreversible mediante la
produccion de la matriz polimérica, (iii) una fase inicial de maduracion con crecimiento
y division del microorganismo, (iv) una etapa posterior de produccion del exopolimero
y (v) el desarrollo final de la colonia con dispersién de células colonizadoras” (James,
2009).

Pueden interferir en diferentes procesos y ser causantes de averias en equipos
(Kumar & Anand, 1998). En sistemas de agua potable puede llegar a obstruir cafierias
atenuando su velocidad y su capacidad de transporte, derivando en un aumento del
consumo energético. También es comin encontrarlos en intercambiadores de calor y
torres de refrigeracion afectando la eficacia del proceso. En superficies metalicas
puede causar corrosion por la accion de acidos formados por las bacterias
(Chmielewsky & Frank, 2003).
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La presencia de L. monocytogenes en el entorno de procesamiento de alimentos es
la principal fuente de contaminacion para los mismos (Fuster, 2006; Ferreira et al.,
2014). Se ha descubierto que las cepas de Listeria monocytogenes persisten durante
afilos o décadas en las plantas de procesamiento de alimentos (Golovlev, 2002;
Ferreira et al.,, 2014). Dicha persistencia puede deberse a la supervivencia y el
crecimiento de ciertas cepas en nichos dentro del entorno alimentario (por ejemplo,
grietas y hendiduras de superficies, sellos y juntas que pueden ser dificiles de limpiar
y desinfectar), o la reintroduccion repetida de tales cepas desde el entorno externo en
instalaciones de procesamiento de alimentos con el tiempo. La mayoria de las
investigaciones sobre la persistencia de la cepa han examinado el papel de la
formacioén de biopeliculas y la tolerancia fisioldgica a los obstaculos de saneamiento
0 procesamiento (Buchanan et al., 2017).

Las verdaderas biopeliculas consisten en mdultiples células y materiales poliméricos
extracelulares que protegen a las células individuales del estrés ambiental y fomentan
las interacciones entre las células en relacion con nutrientes, metabolitos toxicos y
material genético que puede conducir a una mayor supervivencia y crecimiento
(Buchanan et al., 2017). En Wageningen, Paises Bajos (2013) se encontraron 143
cepas de L. monocytogenes que podian formar biopeliculas, aunque habia una gran
diversidad entre las cepas dependiendo de la composicion del medio, asi como del
tiempo y la temperatura (Kadam et al., 2013). En 2014, en San Pablo, Brasil, se
analizaron 32 cepas (en su mayoria aisladas de entornos de procesamiento de
alimentos, leche y verduras) y se descubrié que casi todas las cepas podian formar
biopeliculas en superficies de acero inoxidable y vidrio, pero las cepas tuvieron
diferencias en su capacidad para formar biopeliculas en funcién de la temperatura y
el tipo de superficie (Bonsaglia et al., 2014). Ese mismo afio, Ferreira et al., (2014),
en Nueva York, EEUU; si bien confirmaron que varias cepas de L. monocytogenes
fueron capaces de unirse rapidamente a las superficies utilizadas en la elaboracion
de alimentos, sefialaron que faltan pruebas sélidas de la verdadera formacion de
biopeliculas por dicha bacteria en entornos de operacion de alimentos. Es posible que
L. monocytogenes se produzca como parte de biopeliculas de multiples especies en
las instalaciones de procesamiento de alimentos.

4.7 Listeria monocytogenes en refrigeradores domésticos

Por todas las caracteristicas mencionadas podemos afirmar que Listeria
monocytogenes puede sobrevivir por largos periodos en el ambiente, en plantas
elaboradoras de alimentos, en los refrigeradores domésticos y en el propio alimento
(FAO, 2009).

En referencia a los refrigeradores domésticos en particular, que motivan la presente
investigacion, son ambientes donde se ha demostrado que Listeria monocytogenes
puede estar presente. Se ha comprobado que dicha bacteria es capaz de adherirse a
diversas superficies, tales como acero inoxidable, caucho, vidrio y polipropileno,
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teniendo la capacidad de formar biofilms en los refrigeradores domésticos, siendo una
fuente constante de contaminacion para los alimentos, teniendo mayor relevancia en
los alimentos LPC, quienes no sufrirdn un tratamiento térmico posterior (Maktabi et
al., 2013).

La presencia de L. monocytogenes, reafirma la necesidad de cuidados con la higiene
alimentaria en los refrigeradores, tanto en la limpieza de los mismos, como el manejo
y almacenamiento de los productos alimenticios (Degenhardt & Fernandes de
Almeida, 2008).

Existen estudios internacionales respecto a la deteccién y la supervivencia de este
microorganismo en refrigeradores domésticos. Entre otros, Sergelidis et al. (1997),
analizaron 136 refrigeradores de uso doméstico en Grecia, con 2 muestras positivas
para L. monocytogenes. Entre 2001 y 2002 se analizaron 86 refrigeradores
domeésticos en el norte de Portugal, donde encontraron 9 resultados positivos para
Listeria spp, de los cuales 3 corresponden a L. monocytogenes, 4 a L. grayiy 1 a L.
inoccua (Azevedo et al., 2005). En Nashville, EE. UU en el afio 2007 se examinaron
137 refrigeradores con el objetivo de detectar Listeria spp. Se logré aislar L. innocua
(4,4%), la cual fue detectada en cajones de carne, contenedores vegetales y en
estantes inferiores en algunos refrigeradores (Kilonzo-Nthenge et al., 2008).

En lo que refiere a nuestro pais no se encontraron datos cientificos publicados en
referencia a la presencia de Listeria monocytogenes en refrigeradores domeésticos,
siendo este un importante motivo para llevar a cabo este trabajo de investigacion y
asi obtener datos al respecto.

4.8 Deteccion de Listeria spp y L. monocytogenes

Debido a que Listeria spp puede existir en niveles extremadamente bajos en los
alimentos y que ademas se expone a condiciones adversas, como lo es la
refrigeracion de las muestras, congelacion, entre otras; se requieren protocolos de
enriquecimiento de muestras para amplificar estas poblaciones iniciales bajas a
limites detectables (Donnelly, 2002).

Los métodos convencionales para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de
alimentos, aceptados internacionalmente son, el método de la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), el método de la Asociacion Oficial
de Quimicos Analistas (AOAC), los Estandares ISO 11290-1:2017, el método del
Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria (FSIS) del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y los Estandares franceses (OIE, 2004).
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Figura 2. Flujograma general de los métodos de deteccion de L. monocytogenes

Aislamiento

Enriquecimiento selectivo
(ISSO, FDA, USDA)

Plaqueamiento selectivo

Monitoreo del Enriquecimiento

Agares cromogénicos Agares patrones Mét. PCR en
(ALOA o equivalente) || (Oxford o equivalente) Inmunoenz. Tiempo
| (ELFA)
Confirmacion
|

Fenotipo Genotipo

| | Métodos moleculares
Cultivo Bioquimismo Inmunolégicos (hidroliz., ADN, PCR)
(hemadlisis, (Ferm. Azlcares)

fosfolipasa C)

Adaptado de: OIE, 2004

Dichas técnicas tienen algunas variaciones entre si, pero a grandes rasgos comparten
tres grandes etapas, primeramente, el enriqguecimiento de la muestra, posterior a ésta,
una fase de aislamiento, y finalmente una etapa de identificacion. A continuacion,
presentamos un esquema del método propuesto por la norma ISO 11290-1:2017.
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Figura 3. Método horizontal para la deteccion de Listeria monocytogenes segun
norma ISO 11290-1:2017
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Fuente: Adaptado de Norma Internacional 1ISO 11290-1:2017.

Posterior al aislamiento, se realizan pruebas bioquimicas para identificar las distintas
especies dentro del género Listeria, las cuales se presentan a continuacion.

Tabla 3. Diferenciacion de especies de Listeria en base a distintas pruebas

Especie Hemodlisis Produccion de acido Prueba de CAMP
Ramnosa Xilosa S. aureus R. equi
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - \Y - -
L. ivanovii + - + - +
L. seligeri (+) - + (+)
L. welshimeri - \Y + -
L. grayi subsp. Grayi - - - -
L. grayi subsp. Murrayi - \Y - -

V: variable; (+): reaccion débil; +:

Adaptado de: OIE, 2004
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Por otra parte, existen:
1) Métodos rapidos de deteccion de Listeria:

MICRO-ID Listeria®
Sistema de identificacion microbiana automatizada Vitek (Vitek Automicrobic
System®)
e Meétodos inmunoldgicos de deteccion rapida
- Enzimoinmunoensayo colorimétrico monoclonal (Listeria —Tek®)
- Método colorimétrico de deteccion mediante un enzimoinmunoensayo
policlonal (TEC® Listeria Visual Immunoassay)
- Método Assurance® de enzimoinmunoensayo policlonal
- Ensayo visual de inmunoprecipitacion (VIP™)
- Método de deteccion mediante ensayo VIDAS LIS®
e Meétodos de reconocimiento de los acidos nucleicos
- Ensayo GENE-TRAK® para Listeria
- Sistema BAX®
- Prueba GENE-TRAK® para Listeria monocytogenes
- Prueba confirmatoria Gen-Probe (AccuProbe®) para Listeria
monocytogenes
- Método AD713®
e Tipificacion
- Serotipado
- Fagotipado
- Electroforesis de enzimas multilocus
- Analisis de ADN cromosémico mediante endonucleasas de restriccion
- Tipificacion basada en la secuencia de los acidos nucleicos
- Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico

2) Pruebas seroldgicas (ELISA, fijacién del complemento, microaglutinacion)
(OIE, 2004)

Método cromogénico

CHROMagar™ ha desarrollado un método rapido para la deteccion de L.
monocytogenes en alimentos y superficies, que comprende los siguientes pasos (1)
enriquecimiento en medio caldo Fraser durante 24h, (2) aislamiento en
CHROMagar™ Listeria, (3) confirmacion de la especie Listeria monocytogenes con
CHROMagar™ Identification Listeria (CHROMagar™, 2019). Este, que es el método
elegido para el aislamiento e identificacion de Listeria monocytogenes en el presente
trabajo sera descrito con mayor detalle mas adelante.
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5. HIPOTESIS

Listeria monocytogenes estd presente en refrigeradores domeésticos de la ciudad de
Montevideo.

6. OBJETIVOS
e General

Relevar la presencia de Listeria monocytogenes y Listeria innocua en muestras de
refrigeradores domésticos de la ciudad de Montevideo.

e Especificos

Registrar la temperatura y evaluar a través de inspeccion visual las condiciones de
higiene de los refrigeradores domésticos.

Realizar una encuesta a fin de recabar informacion sobre el conocimiento y la
aplicacion de practicas higiénicas durante el almacenamiento de alimentos en el
hogar.

7. MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio se realizO un muestreo aleatorio de 100 refrigeradores
domeésticos de la ciudad de Montevideo en busca de presencia de Listeria
monocytogenes y Listeria innocua. Como se menciono, L. innocua es un indicador de
L. monocytogenes, al igual que el resto de las bacterias pertenecientes al género,
identificamos Unicamente estos microorganismos ya que son los que la técnica de
aislamiento permite.

Previo al muestreo, se tomo la temperatura del refrigerador con termémetro infrarrojo
(marca: Intell Instrument; modelo: AR350), en zona media de pared lateral derecha
del mismo, ya que en ésta encontramos la temperatura promedio del refrigerador. Se
utilizd6 como limite maximo de referencia 4.0°C (FDA, CDC, USDA, 2017); asi mismo
se llevo a cabo una inspeccion de la misma, se evalud: higiene y almacenamiento de
los alimentos, se tuvo en cuenta la proteccion de los mismos (con o sin protecciéon a
través de envases de distintos materiales); separacion de los alimentos crudos y
cocidos dentro del refrigerador con el fin de evitar la contaminacion cruzada; también
se consultaron y se registraron factores relacionados a la higiene del refrigerador, se
indag6 en la frecuencia, método y productos utilizados en la limpieza del mismo, a
través de una encuesta (Anexo 1).

El procedimiento fue llevado a cabo bajo condiciones de asepsia. Para el
procedimiento de muestreo y transporte de la muestra, se tomé como guia la
metodologia y recomendaciones de otros trabajos (Jackson et al.,, 1993; Norma
Internacional ISO 18593:2018).
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a. Procedimiento de muestreo

I.  Desinfeccion de manos.

II.  Medicién de temperatura.

lll.  Inspeccion visual de higiene en general.

IV.  Se utilizaron 5 hisopos estériles previamente humedecidos en el medio de
transporte (agua peptonada). Se frotdé cada hisopo con vigor en 100cm?de las
areas seleccionadas (cajon de verduras, cajon o sitio de almacenamiento de
carnes, area de almacenamiento de leche y productos lacteos, superficies del
burlete de la puerta). Se introdujeron los hisopos en el frasco con 10ml de agua
peptonada, constituyendo ésta la muestra.

V. Las muestras previamente rotuladas se colocaron en caja isotérmica
conteniendo un medio refrigerante. Luego fueron transportadas al laboratorio
para realizar el procesamiento en un plazo no mayor a las 12 horas posteriores
al muestreo.

b. Encuesta

Se aplicé una encuesta y llenado de formulario con el fin de recabar informacion
relacionada a higienizacion de la heladera, su frecuencia, producto/s utilizado/s, forma
y disposicion de los alimentos. Dichos factores se evaluaron para posteriormente
asociarlos a la presencia del microorganismo, para determinar si la frecuencia de
higiene, los productos utilizados, la forma y disposicion de los alimentos, influyen o no
en el crecimiento de la bacteria. A partir de estas preguntas se clasificaron las
muestras segun frecuencia de higienizacion (menos de un mes/mas de un mes);
producto/s utilizado/s (detergente/desinfectante/ambos productos); forma de
almacenamiento de los alimentos (empacados/sin empaque); disposicion de los
alimentos (crudos junto a listos para consumir/crudos separados de listos para
consumir) (Anexo 1).

c. Aislamiento e identificacién de Listeria monocytogenes en laboratorio

Para la deteccién y el aislamiento de L. monocytogenes se utilizé el medio
cromogénico CHROMagar™ Listeria (The Chromogenic Media Pioneer), técnica que
fue llevado a cabo en el Laboratorio del Instituto de Investigaciones Pesqueras (lIP)
de la Facultad de Veterinaria.

Para la deteccion de presencia/ausencia de L. monocytogenes en muestras
ambientales fueron estipulados los siguientes pasos:
1. Enriquecimiento de la muestra, se colocaron los 10ml de agua peptonada junto
a los hisopos en 90ml de caldo Half-Fraser, se incubd en estufa a 30°C durante
24hs.
2. Posteriormente, se sembrd 0,1ml de la muestra enriquecida en estrias en placa
conteniendo medio CHROMagar™ Listeria. Se incub6 en estufa a 37°C durante
48hs.
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3. Lectura de placas: Colonias azules con halo blanco uniforme se consideraron
positivas a L. monocytogenes, realizandose su confirmacion. Colonias azules
sin halo: se consideraron L. innocua las cuales también fueron confirmadas.
Colonias blancas se consideraron otros microorganismos, realizdndose su
confirmacion.

4. Se realiz6 confirmacion en el medio CHROMagar™ Identification Listeria, se
llevé directamente la colonia desde CHROMagar™ Listeria (sin paso de
purificacion). Se cultivo en estufa a 37°C durante 24hs. Las colonias tipicas en
este medio se manifestaron con un color malva con halo (presencia de Listeria
monocytogenes). En el caso de L. innocua las colonias identificadas
presentaron color malva sin halo. Y para el caso de las colonias blancas, luego
de la siembra en CHROMagar™ Identification Listeria, hubo un crecimiento de
colonias semejantes a las originales (colonias blancas nuevamente). Estas
bacterias se clasificaron dentro del grupo “otros microorganismos” (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica para el aislamiento e identificacién de Listeria
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v 37°C durante 24hs

Adaptado de: CHROMagar™, 2019

d. Andlisis estadistico

Para detectar la existencia de factores que puedan estar asociados a la presencia de
Listeria en superficie de refrigeradores domésticos, se aplico el test de Chi Cuadrado
de Pearson mediante el uso de la herramienta estadistica STATA 14.2 (Statistics/Data
Analysis). Se evalud la asociacion entre la variable respuesta y las siguientes
variables: a) Temperatura de heladera (<4°C / >4°C); b) Frecuencia de limpieza (<1
mes / >1 mes); c¢) Tipo de limpieza (con desinfeccion / sin desinfeccion); d) Buenas
practicas en el almacenamiento de alimentos (con proteccion/sin proteccién, mediante
envases o embalajes).

8. RESULTADOS

De un total de 100 heladeras analizadas en el departamento de Montevideo, Listeria
monocytogenes se identificé en 4 (4%) y Listeria innocua en 22 (22%), destacando
gue en ninguna heladera se logroé identificar ambas especies. Considerando el género,
un 26% de los refrigeradores domésticos incluidos en el estudio presentaron Listeria
en superficie (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen de aislamientos por especie de microorganismo

N° de resultados

Agente + -

L. monocytogenes 4 96

L. innocua 22 78

L. monc_)cytogenes 26 74
+ L. iInnocua

Otros 15 85

microorganismos

En relacién a la temperatura de refrigeracién se encontraron 86 heladeras con una
temperatura mayor a 4°C, fuera del limite que se establece como buenas practicas
segun la FDA (temperatura maxima de 4°C) (FDA/FSIS, 2014) (Gréfico 1). Por otra
parte, estos 86 refrigeradores presentaron diversas temperaturas, para su mejor
visualizacién los agrupamos en 5 grupos (4.1°C-6.0°C con 26 muestras; 6.1°C-8.0°C
con 28 muestras; 8.1°C-10.0°C con 20 muestras; 10.1°C-12.0°C con 8 muestras;
12.1°C-14.0°C con 4 muestras) (Gréfico 2).

Gréfico 1. Distribucién de refrigeradores segun temperatura
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Gréfico 2. Distribucion de refrigeradores con temperatura superior a 4°C
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Respecto a la higiene, se encontro que el 100% de los refrigeradores muestreados no
se higienizaban de forma correcta. Se tuvo en cuenta dos factores, por un lado, el tipo
de higiene (uso de detergente, desinfectante o ambos), y por el otro la frecuencia de
limpieza y/o desinfeccién. En los que respecta al primer factor se encontraron 53
heladeras que so6lo se limpian con detergente; 13 refrigeradores en los cuales solo se
aplica desinfectante (en 8 heladeras se utiliza hipoclorito de sodio - NaCIO y en 5
acido acético — C2H403); y se encontraron 33 refrigeradores en los cuales se utilizan
ambos productos juntos (detergente + desinfectante). Esta distribucion se muestra en
el grafico 3. Por otra parte, en relacion al segundo factor, se encontré que 51 de los
refrigeradores son limpiados y/o desinfectados con una frecuencia menor o igual a un
mes; mientras que 49 heladeras, con una frecuencia mayor a un mes. Podemos
observar esta division en el grafico 4.

Gréfico 3. Distribucion de refrigeradores en relacion al tipo de producto de higiene
aplicado

53%

=« detergente =« desinfectante - ambos =soloagua
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Grafico 4. Distribucion de refrigeradores en relacion a la frecuencia de higiene

=<imes =>1mes

Por otra parte, se visualizaron dos factores en relacién al almacenamiento de los
alimentos dentro del refrigerador. Se observo la forma en la que éstos se encontraban
dispuestos en relacion a su proteccion, es decir cubiertos con algun tipo de material
(packs de polietileno, recipientes plasticos, etc.) o sin proteccién alguna;
encontrandose 61 refrigeradores con alimentos empacados, y 39 heladeras con
alimentos sin empaque, dicha division la vemos en el grafico 5. Luego se visualiz6 la
disposicién de los alimentos dentro del refrigerador, en lo que refiere a este factor se
encontraron 58 heladeras con alimentos crudos separados fisicamente de alimentos
listos para consumir, y 42 refrigeradores con alimentos crudos junto fisicamente a
alimentos listos para consumir. Esta distribucion la podemos ver en el gréfico 6.

Gréfico 5. Distribucion de refrigeradores en relacion a la proteccion de los alimentos

B1%

« Empacados = Sinempagque
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Grafico 6. Distribucion de refrigeradores en relacion a la disposicion de los alimentos

= Crudos separados de listos para consumir
» Crudos junto a listos para consumir

Se evalud la presencia de Listeria monocytogenes y Listeria innocua con relacion a la
temperatura de las heladeras, frecuencia y tipo de limpieza, y la forma de
almacenamiento de los alimentos (con o sin proteccion).

Primeramente, relacionamos la temperatura de refrigeraciéon con el crecimiento de
estas bacterias, obteniendo como resultado lo siguiente: el 100% de las muestras
positivas a Listeria monocytogenes, 90.9% de las positivas a Listeria innocua y el
92.3% de las muestras positivas a ambos microorganismos, fueron obtenidas de
refrigeradores con un registro superior a los 4°C (Tabla 5). Por otra parte, cabe
destacar que dentro de los resultados positivos para L. monocytogenes, encontramos
temperaturas de refrigeracion de 5.9°C, 7.2°C, 8.3°C y 10.3°C.

Tabla 5. Relacion entre L. monocytogenes, L. innocua y ambos microorganismos con
la temperatura del refrigerador

Resultados
L.
L. monocytogenes innocua L. monocytogenes + L. innocua
Temperatura + - + - + -
<4°C 0 14 2 12 2 12
> 4°C 4 82 20 66 24 62

En cuanto a la temperatura como factor que pueda influir en la presencia de Listeria
(L. monocytogenes + L. innocua), el 27,9% de las heladeras que registraron
temperaturas superiores a 4°C presentaron Listeria en superficie, comparado con el
14,3% de aquellas con una temperatura ambiente < 4°C, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (valor p>0.05).
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Por otro lado, asociamos la frecuencia de limpieza y/o desinfeccion con la presencia
de dichos microorganismos, obteniendo como resultado lo siguiente: el 75% de las
muestras positivas a Listeria monocytogenes, el 63.6% de las positivas a Listeria
innocua y el 65.4% de las muestras positivas para ambas bacterias se obtuvieron de
refrigeradores con una frecuencia de limpieza y/o desinfeccién menor o igual a un mes
(Tabla 6).

Tabla 6. Relacién entre L. monocytogenes, L. innocua y ambos microorganismos con
la frecuencia de limpieza y/o desinfeccién del refrigerador

Resultados

L. monocytogenes  L.innocua L. monocytogenes + L. innocua

Frecuencia

C - + - + .

de higiene
<1 mes 3 48 14 37 17 34
> 1 mes 1 48 8 41 9 40

En referencia a la frecuencia de limpieza, se identifico Listeria en el 33.3% de las
heladeras que se limpian con una frecuencia mensual o menor y en el 18.4% de
aquellas heladeras con una limpieza superior a un mes, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas (valor p>0.05).

A continuacién, asociamos a la presencia de las bacterias, el tipo de higiene realizada
en los refrigeradores. Para este factor encontramos un 50% de muestras positivas a
L. monocytogenes, un 72.7% de positivas a L. innocua y un 69.2% de muestras
positivas para ambos m.o, se obtuvieron de heladeras en las que solo se aplicaba
limpieza (detergente) o desinfeccion (desinfectante) (Tabla 7).

Tabla 7. Relacion entre L. monocytogenes, L. innocua y ambos microorganismos con
el tipo de producto de higiene aplicado al refrigerador

Resultados
L. monocytogenes L. innocua L. monocytogenes + L. innocua
Tipo de higiene  + - + - + -
Limpieza o 65 16 51 18 49
Desinfeccion
Limpieza + 31 6 27 8 25

Desinfeccion

En referencia al producto utilizado para la limpieza y/o desinfeccion, se identificd
Listeria en el 27.3% de las heladeras que se utiliza un sélo proceso (limpieza o
desinfeccién) y en el 24.2% de aquellas heladeras en las que se aplican ambos
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procesos a la vez, no encontrando diferencias estadisticamente significativas (valor
p>0.05).

En relacién a la proteccion de los alimentos dentro del refrigerador encontramos que
el 50% de las muestras positivas a L. monocytogenes, el 54.5% de las positivas a L.
innocua y el 53.8% de las muestras positivas a ambos m.o, se obtuvieron de
refrigeradores donde se almacenaban alimentos sin proteccion (Tabla 8).

Tabla 8. Relaciéon entre L. monocytogenes, L. innocua y ambos microorganismos con
la proteccion de los alimentos dentro del refrigerador

Resultados

L. monocytogenes  L.innocua L. monocytogenes + L. innocua

Proteccion de

: + - + - * )

los alimentos

Alimentos sin > 36 12 26 14 24
empaque

Alimentos con > 60 10 52 12 50
empague

En referencia a la proteccion de los alimentos, se identificé Listeria en el 35.9% de las
heladeras que se almacenaba alimento sin proteccién y en el 19.7% de aquellas en
las que se almacenaba alimento con empaque, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas (valor p>0.05).

9. DISCUSION

La presencia de microorganismos del género Listeria se registra en equipos de
refrigeracion desde hace varios afios (Degenhardt & Fernandes de Almeida, 2008).

Los datos recopilados en este trabajo permiten observar la presencia de bacterias del
género Listeria en un 26% de los 100 refrigeradores muestreados, de este porcentaje,
22 muestras presentan Listeria innocua (22%) y 4 heladeras son positivas a Listeria
monocytogenes (4%). En comparacién con otras investigaciones, en Montevideo se
obtuvieron registros similares de aislamiento de Listeria spp, por ejemplo, Sergelidis
et al. (1997), analizaron 136 refrigeradores de uso doméstico en Grecia, con 2
muestras positivas para L. monocytogenes. Entre 2001 y 2002 se analizaron 86
refrigeradores domeésticos del norte de Portugal, donde encontraron 9 resultados
positivos para Listeria spp, de los cuales 3 corresponden a L. monocytogenes, 4 a L.
grayiy 1 a L. inoccua (Azevedo et al., 2005). En Nashville, EE. UU en el afio 2007 se
examinaron 137 refrigeradores con el objetivo de encontrar Listeria spp, se aislé L.
innocua (4,4%) en los cajones de carne, contenedores vegetales y en los estantes
inferiores en algunos refrigeradores (Kilonzo-Nthenge et al., 2008). En Brasil, se
analizaron 60 refrigeradores domésticos, se identificaron dos especies, siendo L.
monocytogenes la mas abundante (5.0%), la otra especie detectada fue L. ivanovii
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(1.67%) (Degenhardt & Fernandes de Almeida, 2008). Maktabi et al., (2013)
analizaron 180 heladeras de uso doméstico en Irdn, L. monocytogenes estaba
presente en 1 refrigerador doméstico y L. innocua se aislo a partir de 2 refrigeradores.

Uno de los factores a tener en cuenta para afirmar la presencia de L. monocytogenes
en las superficies interiores de los refrigeradores es que se asocia principalmente con
productos que requieren almacenamiento refrigerado incluyendo paté y carnes,
qguesos, vegetales crustaceos, mariscos, moluscos y subproductos (Jackson et al.,
2007).

Por otra parte, pueden influir en la presencia de este microorganismo, ciertos
parametros, como lo es la temperatura de refrigeracion. Como se menciona en la
literatura, esta bacteria se considera un microorganismo psicrotrofico, capaz de crecer
y multiplicarse a bajas temperaturas, lo que, ademas, implica que los nimeros bajos
de células inicialmente contaminantes pueden proliferar en los alimentos dentro del
refrigerador (principalmente para los listos para consumir) y representar un riesgo para
los consumidores (Jackson et al., 2007). En la presente investigacion se registro una
temperatura promedio de 6.8°C con una minima de 0°C y una maxima de 14.0°C,
éstas ultimas no solo permiten el crecimiento de L. monocytogenes sino también de
otros patdgenos y organismos del deterioro (Sergelidis et al., 1997). Estos valores son
similares a los obtenidos en otros estudios, Geppert (2011) indicoé un valor medio de
temperatura registrado de 6.7°C en muestras de refrigeradores tomadas en Francia;
en Reino Unido y Portugal (2017), la media de las temperaturas promedio en los
refrigeradores fue de 6.2°C y 6.4°C, respectivamente, mientras que en Noruega y
Rumania en ese mismo afio, la media calculada fue de 7.5°C (James et al., 2017);
Dumitrascu et al (2020), a partir de 75 refrigeradores analizados obtuvieron un
promedio de 6.3°C, también en Francia. Por otra parte, se observd en el presente
estudio que el 75% de los refrigeradores tienen temperaturas inferiores a 8,1°C, esto
también tiene similitudes con otros trabajos, en Rumania (2017) se detecto que el 75%
de los refrigeradores tienen temperaturas de refrigeracion inferiores a 9,4°C, mientras
gue en Noruega (2017), el tercer cuartil se ubica en los 8.3°C; es importante aclarar
gue, a mayores temperaturas, mas alto es el riesgo de contaminacién de los alimentos
(James et al., 2017).

En relacion al limite de temperatura del refrigerador, existen algunas variaciones en
distintos estudios, Lagendjk et al (2008) establecieron el limite de 4.0°C para los
refrigeradores domésticos de Francia, encontraron que 89% de las muestras tomadas
provenian de heladeras con temperatura superior a 4.0°C; en Iran, Maktabi et al
(2013), también determinaron como limite 4.0°C, hallaron un 74.2% de refrigeradores
con temperatura mayor a este valor. Sin embargo algunos estudios difieren en dicho
limite, en Portugal, Azevedo et al (2005), tomaron como limite 6°C, encontraron que
un 70% de los refrigeradores muestreados presentaron una temperatura superior a
dicho valor; en otros estudios, realizados en el Reino Unido y Francia, alrededor del
70% de los refrigeradores funcionaban a temperaturas superiores a 5.0°C (ANSES,
2017; James & Evans, 1992); Evans (2016) establecio la temperatura de 5.0°C como
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limite, hall6 un 50% de las areas de almacenamiento central de refrigerador y el 85%
de las puertas del refrigerador funcionan a temperaturas superiores al valor limite. En
nuestro estudio se establecié como limite el recomendado por la FDA, es decir 4.0°C
(FDA, CDC, USDA, 2017), se encontré que el 86% de las heladeras muestreadas
presentaron una temperatura superior a este valor, cabe destacar que las mediciones
fueron puntuales, y no representan la temperatura media del refrigerador a lo largo de
determinado periodo.

Todas las muestras positivas a Listeria monocytogenes (100%) y la mayor parte de
las positivas a Listeria innocua (90,9%) correspondieron a heladeras con temperaturas
superiores a 4.0°C. Estos resultados, también, se asemejan a los obtenidos en
estudios anteriores, Sergelidis et al (1997), Maktabi et al (2013), Hong & Lim (2015);
encontraron que 100% de las muestras positivas, tanto para L. monocytogenes como
para L. innocua, fueron extraidas de refrigeradores con temperatura superior a 4.0°C.
A pesar de estos resultados, los estudios estadisticos llevados a cabo por Sergelidis
et al (1997), Azevedo et al (2005), Maktabi et al (2013) y Evans (2016) no encontraron
diferencias significativas que consideren la temperatura de refrigeracion como un
factor influyente en el desarrollo de este microorganismo, esto coincide con los
analisis estadisticos realizados en el presente trabajo. Por otra parte, existen estudios
gue consideran la temperatura de refrigeracion junto a las buenas practicas de
higiene, como los factores mas importantes para evitar la presencia del patégeno en
los refrigeradores domésticos (Evans & Redmond, 2014). Ademas, considerando que,
en condiciones de refrigeracion, la mayoria de los microorganismos se inhiben y se
reduce el nivel de competencia para la Listeria (Degenhardt & Fernandes de Almeida,
2008), los valores obtenidos en esta y otras investigaciones, sugieren que el manejo
de la temperatura de los refrigeradores domeésticos pudo haber sido un factor que
facilité su desarrollo y persistencia en superficies.

Respecto a la higiene, es un factor muy importante para la presencia de este patégeno
en superficies de contacto, debido a la capacidad de la L. monocytogenes de formar
biofilms cuando los procedimientos de limpieza y desinfeccién no se realizan en forma
adecuada y periddica. Los resultados indicaron que en ninguno de los hogares
evaluados se lleva a cabo un correcto procedimiento de higiene de las heladeras, es
decir, profunda limpieza seguida de una desinfeccion (FDA, CDC, USDA, 2017),
ademas debe implicar una rotacién de productos utilizados para evitar aparicion de
resistencias por parte de los microorganismos (Jackson et al., 2007). Esto predispone
a la colonizacién y formacién de biopeliculas por parte de la Listeria, con persistencia
en el medio, razén por la cual podria considerarse como otro de los factores asociados
a la presencia de la bacteria encontrada en el actual estudio.

Por otra parte, también debemos destacar la frecuencia de higiene de los
refrigeradores, como se expresd en resultados, se identifico que el 75% de las
muestras positivas a Listeria monocytogenes y el 63.6% de las positivas a Listeria
innocua, proviene de refrigeradores donde la limpieza y/o desinfeccion se realiza con
una frecuencia menor a un mes, cabe recordar que dicha higienizacion no se lleva a
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cabo de forma correcta. Consideramos que tanto el proceso como la frecuencia de
higienizacién de los refrigeradores es muy importante en la presencia de Listeria.
Varios estudios indican que la higiene de los refrigeradores debe hacerse de forma
correcta y con regularidad (Azevedo et al., 2005; Maktabi et al., 2013; FDA, CDC,
USDA, 2017).

Otro factor que consideramos, es la proteccion de los alimentos dentro del refrigerador
(con o sin empaque), algunos estudios consideran a ésta una de las causas de la
presencia de L. monocytogenes en los alimentos, debido a la contaminacién cruzada
entre alimentos contaminados y alimentos listos para consumir (Maktabi et al., 2013;
Azevedo et al., 2014). En cuanto a este factor encontramos que en la mayoria de los
refrigeradores los alimentos se encuentran protegidos (envueltos). Por otra parte, en
relacién a los resultados positivos para Listeria, se identifico que el 50% de las
muestras positivas a L. monocytogenes y el 54.5% de las muestras positivas a L.
innocua, pertenecen a refrigeradores donde los alimentos de almacenan sin
proteccion. Estos alimentos, ademas de contaminar a otros (por ejemplo, aquellos que
estan listos para consumir), también implican una fuente de contaminacion para el
propio refrigerador, esto sumado a una mala higiene de los mismos, y a las altas
temperaturas de almacenamiento implica un aumento en el riesgo de contaminacion
y presencia de bacterias del género Listeria en superficie y en los alimentos (Sergelidis
et al., 1997).

10. CONCLUSIONES

Este estudio ha demostrado que Listeria monocytogenes y Listeria innocua estan
presentes en la superficie de los refrigeradores muestreados de la ciudad de
Montevideo y por lo tanto suponen un riesgo de contaminacion hacia los alimentos.

Un aspecto a resaltar del presente estudio es el hallazgo que en la mayoria de los
refrigeradores muestreados no se aplican en forma correcta las Buenas Practicas de
Manipulacion de Alimentos, sea por desconocimiento o por costumbre. Esto se vio
reflejado por el incorrecto procedimiento de higiene de superficies, el manejo
inadecuado de la temperatura y la forma de almacenar los alimentos en los
refrigeradores investigados, todos factores que deben ser tenidos en cuenta para
minimizar el riesgo para nuestra salud referido a la Listeria monocytogenes.

En este sentido es que se confecciond una cartilla de Buenas Practicas en el Hogar,
dirigido al publico en general, a fin de concientizar al consumidor sobre la importancia
de mantener la inocuidad de nuestros alimentos (Anexo 2).
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12. ANEXOS

Anexo N° 1. Encuestarealizada en los hogares.

Facultad de Veterinaria
Universidad de la Repiblica
Uruguay

PLANILLA
NUumero de muestra: Fecha:
Temperatura:
ENCUESTA
1) ¢Limpia su heladera?
Sl NO
2) ¢, Con qué frecuencia?
Quincenal Mensual Mas de un mes
3) ¢,Con qué limpia?
Detergente Desinfectante Ambos

4) Inspeccion del almacenamiento

Con empaque / sin empaque
Crudos separados de listos para consumir

Crudos junto a listos para consumir

5) Observaciones:
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Anexo N°2. Procedimiento de toma de muestras.
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Desinfeccion de manos.

Se procedié a tomar la temperatura de heladera mediante el uso de un
termometro infrarrojo (marca: Intell Instrument; modelo: AR350), la cual fue
tomada en forma genérica en la pared lateral derecha.

Inspeccion: se evallo la forma de almacenamiento de alimentos (con o sin
empague), contacto entre alimentos crudos y cocidos, higiene general.

Se utilizaron 5 hisopos estériles previamente humedecidos en el medio de
transporte (agua peptonada). Se frotaron con vigor las areas seleccionadas
(100cm?) utilizando toda la superficie del hisopo, se corté el cabo con una tijera
(desinfectada) y se introdujeron los hisopos en el frasco con 10ml de agua
peptonada, constituyendo ésta la muestra. Las superficies seleccionadas para
la toma de muestra fueron: cajon de verduras, cajon o sitio de almacenamiento
de carnes, area de almacenamiento de leche y productos lacteos, superficies
del burlete de la puerta. Preferentemente se seleccionaron superficies con
mayor humedad o con presencia de liquidos (Beumer et al., 1997).

Las muestras previamente rotuladas se colocaron en caja isotérmica
conteniendo un medio refrigerante. Luego fueron transportadas al laboratorio
para realizar el procesamiento en un plazo no mayor a las 12 horas posteriores
al muestreo. Todo el procedimiento fue llevado a cabo bajo condiciones de
asepsia.



Anexo N°3. Folleto informativo acerca de la correcta manipulacion de los
alimentos dentro del refrigerador.

MoNipulocioN:
Limpiar... el Mantener los alimentos d‘c OJ'M‘&N‘{—OS

refrigerador envasados y correctamente
almacenados... .
Limpie su refrigerador con Mantenga los alimentos R.‘C'PR] {,RQD\O S
regularidad. correctamente envasados, ya que
Limpie inmediatamente éstos son la principal fuente de
cualquier derrame. contaminacién de Listeria al Co ;
. 6mo prevenir la
Esto es especialmente refrigerador. Limpie los envases P

listeriosis??

importante, para que la

S antes de introducir el alimento al
listeria no tenga un lugar donde

refrigerador.
crecer y propagarse a otros 2 .
A ndiitos: Evite mezclar los alimentos
Limpie las paredes interiores  crudos con los cocidos.

y los estantes con agua caliente Forma de almacenar dentro del

y detergente luego realice una refrigerador:

desinfeccion con vinagre o Zona alta: alimento envasado
hipoclorito de sodio. Zona media: lacteos y embutidos
Zona baja: carnes y pescado
Cajones:#utas y verduras
Puerta: bebidas, mantequilla,
huevos ,

y 4
T11L T
T ®
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Qué es la listeriosis??

Quizas escuchoé o leyé algo acerca

de la listeria en los medios de

comunicacion.

¢ Setrata de bacterias
transmitidas por los alimentos

¢ pueden crecer a temperaturas
de refrigeracion

* provocan la listeriosis, una
enfermedad que puede ser
particularmente nociva para
los grupos en riesgo

e tales como mujeres
embarazadas y sus bebes no
nacidos, recién nacidos,
adultos mayores y otras
personas con sistemas
inmunitarios debilitados (como
personas con VIH/SIDA, cancer,
diabetes, enfermedad renal y
pacientes trasplantados).

jiPERO HAY UNA BUENA NOTICIA: EXISTEN
ALGUNAS FORMAS SIMPLES PARA QUE LOS
(ONSUMIDORES REDUZCAN EL RTESGO DE
LISTERTOSIS!!
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REDUCER LOS RIESGOS DE LA LISTERIA
TRANSMITIDA POR LOS ALIMENTOS S
MUY SENCILLO, SOLO DEBEMOS....

Enfriar.. ala
temperatura
adecuada...

Su refrigerador debe estar
a una temperatura de 4 °C
o menos y el congelador
debe estar auna
temperatura de -18 °C.
Coloque un termémetro

en el refrigerador y tome
la temperatura en forma
periédica. Ajuste el control
de temperatura si es
necesario.

A\l
V' ‘
l‘ )

Usar... los alimentos
listos para
consumir, {LO ANTES
POSIBLE!

Utilice los  alimentos
refrigerados listos
para consumir lo antes
posible.  Cuanto  mas
tiempo estén en el
refrigerador, mas
oportunidades tendra la
listeria para crecer.




Anexo N° 4. Resultados positivos en los distintos aislamientos.

Figura 5. Muestra positiva de Listeria spp en CHROMagar™ Listeria
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Figura 7. Muestra positiva de L. monocytogenes en CHROMagar™ Listeria

Figura 8. Muestra positiva de Listeria spp en CHROMagar™ Identification
Listeria
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Figura 9. Muestra positiva de L.innocua en CHROMagar™ Identification Listeria

Figura 10. Muestra positiva de Listeria monocytogenes en CHROMagar™
Identification Listeria
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