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I.A. EL. GENERO Listeria
I.LA.1. Taxonomia

El género Listeria estd constituido por bacilos gram positivos, aerobios y anaerobios
facultativos, no esporulados, no miceliares, catalasa positivos, y productores de acido L (+)
lactico en el metabolismo fermentativo de la glucosa.

La clasificacion del género Listenia ha sufrido numerosas variaciones a 10 largo de mas de
treinta afos. Asi, en las sucesivas ediciones del Manual de Bergey, se le ha situado en
diferentes secciones y asociado a diferentes familias y géneros. En la séptima edicion de
1957 apareci6 incluido dentro de la familia Corynebacteriaceae (Breed y col., 1957). Sin
embargo, estudios posteriores de taxonomia numérica y estudios quimiotaxonémicos
evidenciaron su incorrecta clasificacion. La posicion de Listeria entre los microorganismos
gram positivos, segin queda determinada por el analisis de taxonomia numeérica, se ve
reafirmada por las propiedades quimiotaxonémicas de esta subdivision: bajo contenido en
‘Guanina+Citosina (36-42%), carencia de &cidos micdlicos, y presencia de 4cidos
lipoteicoicos. Ademas, la transferencia de material genético entre Listeria y Bacillus y
Streptococcys, asi como las reacciones antigénicas cruzadas con Streptococcus,
Staphylococcus y Lactobacillus, evidencian la adecuada situacion taxonémica del género
Listeria. (Seeliger y col., 1969). De esta forma, en la siguiente edicién del Manual de
Bergey de 1974 aparece incluido en la seccién 16 como género de afiliacion incierta,
relacionandose con la familia Lactobacillaceae y el género Erysipelothnix entre otros
(Seeliger y Welshimer, 1974). A partir de entonces, gracias a 10s estudios del material
genético (hibridacion ADN-ADN, analisis del ARNr 168) se comprobé la escasa relacién
filogenética del género Listeria con el grupo de bacterias corineformes, y su cercania a los
geéneros Brochothrix y Lactobacillus (Collins y col., 1991). Como consecuencia, en ia
ultima edicién de 1986, el género Listeria aparece situado en la seccién 14 dei Manual
como bacilos gram positivos regulares no esporulados, junto con ios géneros antes
mencionados, entre otros (Seeliger y Jones, 1986).

En cuanto a ia clasificacion de las especies dentro del género, L. monocytogenes
fue la unica especie reconocida del género Listeria hasta 1961 (Fiedler y Seger, 1983).
L. denitrificans, L. grayiy L. murrayi fueron incluidas en el género en 1961, 1966 y 1971



respectivamente (Larsen y Seeliger, 1986; Prevot, 1961; Welshimer y Meredith, 1971). En
1977, Seeliger propuso una nueva especie para ei género: L. innocua (Seeliger, 1981), que
difiere de L. rﬁonocﬂogenes en que carece de la capacidad hemolitica y del poder
patégeno. En 1984, Seeliger y col. describieron otra de las especies de Listeria: L. ivanovii
(previamente denominada L. bulgarica), que se defini6 a partir de cepas del serovar 5 de
L. monocytogenes, caracterizadas por producir un marcado efecto hemolitico bizonal en
agar sangre. Poco después se describieron dos nuevas especies a partir de cepas de
L. monocytogenes, éstas fueron denominadas como L. welshimen'y L. seeligeri, poseyendo
ésta ultima la caracteristica de ser ligeramente hemolitica en agar sangre (Rocourt y col.,
1987a).

En la uitima edicion del Manual de Bergey se enumeran ocho especies inciuidas
en el género Listeria: L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri,
L. murrayi, L. grayi, y L. denitrificans (Seeliger y Jones, 1986). Sin embargo, esta
clasificacién intragenérica no durd mucho, debido a estudios taxonémicos que realizaron
Rocourt y col. (1987b), en los que comprobaron que L. denitnficans no debia estar incluida
en el género Listeria. Analisis del ARNr 16S localizaron a esta especie dentro del grupo
de los actinomicetos (bacterias gram positivas con alto contenido en Guanina+Citosina).
El bajo grado de relacion gendémica de esta bacteria con cualquier otro género descrito,
junto con un pertil original de propiedades quimiotaxondmicas, justificaron la creacién de
un nuevo género: el género Jonesia, que incluye una sola especie, J. denitrificans {Rocourt
y col., 1987b).

En 1974, Stuart y Welshimer propusieron la separacién de L. grayiy L. murrayi del
género Listeria debido a la diferencia entre éstas y el resto de las especies del género. Sin
embargo, estudios de taxonomia numérica reveiaron un porcentaje de similitud del 81 al
87% entre estos dos grupos, lo cual indico que tanto L. grayi como L. murrayi pertenecian
al género Listeria (Rocourt y col., 1987c). M4s recientemente, y debido a la similitud
encontrada entre L. grayiy L. murrayi, estas dos especies han sido consideradas para su
reclasificacion, quedando ambas especies fusionadas en una: L. grayi, que fue {a primera
en describirse (Rocourt y col., 1992).

Por ultimo, en el mismo afio, los estudios de Boerlin y col. (1991) sobre cepas de
L. ivanovii han llevado a la inclusién dentro de esta especie de una subespecie: L. ivanovii,



subespecie londoniensis.

Actualmente, y tras todas estas modiﬁcacionég que se han venido realizando en los
Gltimos afios, podemos decir que el género Listeria se halla constituido por seis especies:
L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligen, L. welshimeri, L. grayiy L. ivanoviicon sus dos
subespecies londoniensis e ivanovii (Jones, 1992).

I.A.2. Caracteristicas generales de L/steria spp.

Morfoldgicamente, las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos cortos
y regulares, de 0,4 a 0,5 pm de ancho por 0,5 a 2,0 ym de fargo; pueden disponerse
individualmente o en cadenas cortas, presentando a menudo formas en “V", aunque en
cultivos envejecidos pueden aparecer en filamentos de 6 a 20 um de longitud. Son gram-
positivos, aungue en cultivos viejos pueden perder su capacidad para retener los
colorantes. No presentan capsula ni forman esporos. '

Fisiolégicamente, las listerias son microorganismos aerobios y facultativamente
anaerobios. Son mdéviles por flagelos peritricos que se exprasan mejor a 20-25°C que a
temperaturas mas elevadas. Pueden crecer en un amplio intervalo de pH y temperatura
e, igualmente, son bastante resistentes a las agresiones fisico-quimicas, lo que les
confiere una gran posibilidad de supervivencia y multiplicacién en el medio ambiente. Asi,
pueden muitiplicarse a pH entre 5 y 9, y a temperaturas que oscilan entre 0 y 45°C
(aunque la temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-37°C), considerandosele un
microorganismo capaz de sobrevivir en el medio ambiente durante prolongados periodos
de tiempo (mds de 15 afios) siempre que se encuentren en presencia de materia organica
y que las condiciones de pH, temperatura, actividad de agua, etc. no le sean adversas.
Todas las especies del género son catalasa y esculina positivo, caracteristicas muy
importantes para su diferenciacion de otros géneros, y que se han empleado en la
formulacién de medios de cultivo selectivos y diferenciales, como veremos en el apartado
1.D. (Dominguez y col., 1984; Blanco y col., 1989; Van Netten y col., 1989; Curtis y col.,
1989).



I.A.3. Patogenicidad en el género Listeria

De las seis especies que componen actualmente el género Listeria, unicamente
dos, L. monocytogenes y L. ivanovii se conéideran patégenas de forma natural, ya que
aunque L. seeligeri ha sido asociada con un caso de meningitis (Rocourt y col., 1986), se
la considera no patdgena.

La infeccién humana por L. ivanovii ha sido descrita sélo en contadas ocasiones
(Seetiger, 1984), afectando a los animales domésticos (principalmente ovino), donde la
enfermedad se manifiesta fundamentalmente por cuadros clinicos de abortos y septicemias
neonatales.

La principal especie patégena del género es L. monocytogenes, responsabile de la
mayor parte de los casos de listeriosis humana y animal. Los cuadros clinicos que produce
son muy variados, asi como las especies susceptibles de padecer la enfermedad. La
listeriosis en el hombre se manifiesta de muy diversas maneras: abortos, listeriosis del
recién nacido, meningitis, septicemia, artritis, listeriosis cutanea, etc., segun las condiciones
de !la persona que ia padece (estado inmune, embarazo, edad, enfermedades
concomitantes, etc.) (Gémez-Mampaso, 1993; Pigrau, 1993), mientras que en los animales
domésticos, las principales formas clinicas de la listeriosis son tres: abortiva (la mas
frecuente en bovino), septicémica (jévenes) y nerviosa (animales adultos, principalmente
en ovino y caprino} (Marco y Gonzdlez, 1993). Un estudio mds detaillado sobre la
patogenicidad del género Listenia y las formas clinicas que pueden desarrollar el hombre
y ios animales se puede encontrar en la tesis doctoral de Briones (1992).

L.B. LA LISTERIOSIS COMO ENFERMEDAD DE ORIGEN ALIMENTARIO

En circunstancias normales, las personas y animales sanos se hallan en equilibrio
con los microorganismos presentes en el medio ambiente, coexistiendo en la Naturaleza
sin producirse efectos adversos (Linton, 1982). Esta premisa, cierta para la mayoria de los
microorganismos es, en el caso de L. monocytogenes, fundamental para entender su
situacion en la Naturaleza.



L. monocytogenes esta presente de modo saprdfito en gran cantidad de nichos
medioambientales, considerandose su habitat principal el suelo y la materia de origen
vegetal en descomposicién (Gray y Killinger, 1966; Weis y Seeliger, 1975). Por ello,
algunos autores consideran que el suelo es el reservorio real de esta bacteria, tratdndose
de un microorganismo telurico (Blenden y Szatalowicz, 1967; Weishimer y Donker-Voet,
1971; Ryser y Marth, 1991). Los vegetales también parecen ser importantes en el ciclo vital
de las listerias en el medio ambiente, y se han propuesto como una fuente habitual de
muchas infecciones (Murray, 1955; Welshimer y Donker-Voet, 1971). Otros habitats
naturales de L. monocytogenes son las aguas continentales (Watkins y Sleath, 1981;
Dijkstra, 1982) y aguas residuaies (Watkins y Sleath, 1981; Al-Ghazali y Al-Azawi, 1986).

En cuanto a la presencia de L. monocytogenes en los animales, se sabe que una
gran variedad de especies pueden comportarse como sus hospedadores, habiéndose
aislado a partir de mamiferos, aves, peces, anfibios, crustaceos, insectos y aracnidos
(Gray, 1963; McCarthy, 1990).

Uno de los aspectos mas importantes en la epidemiologia y transmision de la
listeriosis es que la extraordinaria ubicuidad de L. monocytogenes permite su facil acceso
a los alimentos destinados al consumo humano y animal durante las diferentes fases de
produccién (Skovgaard, 1992).

En este sentido, ia importancia de los alimentos como vehiculo de transmision de
la listeriosis a fos animales ha sido plenamente confirmada en numerosas ocasiones
(Fenlon, 1986; Gray, 1960; Gronstol, 1979; Vazquez-Boland y col., 1992), destacando el
papel fundamental que desempeiia el consumo de ensilados contaminados con
microorganismos del género Listenia (L. monocytogenes o L. ivanovii) en la apancion de
casos clinicos de listeriosis (Gitter y col, 1986; Femandez-Garayzabal y col, 1992a;
Vazquez-Boland y col., 1992). Asi, una préactica incorrecta en la fabricacion del silo
(material empleado para su confeccién excesivamente himedo, mal prensado, etc.) puede
impedir la adecuada fermentacion del producto (pH final inferior a 5,2), favoreciendo el
crecimiento de L. monocytogenes presente naturalmente en éste (Marco y Gonzélez,
1993). De esta forma, la bacteria alcanzaria unas cifras suficientemente altas como para
producir la enfermedad de los animales susceptibles que consumieran el ensilado.



En el hombre, aungue la transmision de la listeriosis puede ocurrir por diversas vias
(via transplacentaria, contagio del neonato durante el parto, heridas, etc.), sin embargo, la
transmisién por via digestiva es ta forma mds frecuente de acceso de L. monocytogenes
a nuestro organismo (Gomez-Mampaso, 1993; Dorningo y col., 1993).

Aungue desde hace tiempo el aislamiento de L. monocytogenes a partir de diversos
tipos de alimentos destinados at consumo humano (Seeliger, 1961; Potel, 1953) sugirio el
papel de los alimentos contaminados como una fuente potencial en la transmisién de ia
listeriosis al hombre, sin embargo, no ha sido hasta la década de los 80, en la que se
registraron varios brotes de listeriosis causados por alimentos (Tabla 1.1), cuando ha
quedado plenamente demostrada la importancia real de la listenosis humana como una
enfermedad de origen alimentario, (0 que ha ilevado a intensificar ia investigacion sobre
la presencia de L. monocytogenes en los alimentos, como veremos en el siguiente
aparnado.

Unc de los enigmas de ia epidemiologia de la listeriosis es que, a pesar de ser
L. monocytogenes un microorganismo extremadamente ubicuo, sin embargo, ios casos de
cuadros clinicos que provoca son relativamente esporadicos. (Schuchat y col., 1992). De
hecho, se considera que L. monocytogenes es un agente patégeno oportunista, actuando
las personas y animales sanos como reservorios de este microorganismo (el 20% de las
personas y animales son portadores de L. monocytogenes) (Kamplemachery Van Noorie-
Jansen, 1980; Dominguez, 1994). Pero ;cual es et motivo de que unos individuos sean
portadores del microorganismo y otros desarmollen Ja enfermedad? La respuesta a esta
pregunta aun no es del todo clara; sin embargo, se sabe que la aparicion de casos ciinicos
de listeriosis exige |la concurrencia de diversos factores, no compietamente caracterizados,
y que radican tanto en la propia bacteria como en el hospedador y su entomo. Asi, se
considera que la aparicién de un caso clinico exige la concurrencia de dos factores
fundamentales: a) factores del hospedador, especialmente situaciones de disminucion de
la inmunidad de base celular (gestacién inmunodepresidn, estres) y, probablemente, otros
factores coadyuvantes (infecciones intercurrentes, microdeficiencias nutricionales, etc.); y
b) alimentos contaminados con cantidades suficientas de L. monocytogenes dotadas de
factores de virulencia activos (Briones, 1993).

Aunque no existen datos fiables respecto a las dosis necesarias para producir un



TABLA L.1. PRINCIPALES BROTES DE LISTERIOSIS DE ORIGEN ALIMENTARIO EN LOS ULTIMOS ANOS

“ Ado / Lugar Alimento implicado | N? afectados | Mortalidad r Serotipo Referencia
1
" 1981 / Canada Ensalada de col #1 M4% | 4p Schlech y col., 1983
|| 1983 / Estados Unidos | Leche pasterizada 49 285 % ? Fleming y col., 1985
1985 / Estados Unidos Queso fresco | 86 33,7 % J 4b James y col., 1985
n 1983-87 / Suiza Queso tresco 122 27.8 % ? Bille, 1988
L
1986-87 / Estados Unidos Hetados ] 36 0% Varios Schwartz y col., 1989
“ 1992 / Francia Fiambre de cerdo 279 26% | 4b Goulet y col., 1993 “




caso clinico de listeriosis, durante la investigacion de algunos casos se ha podido
identificar el agente causal aislado del enfermo con el aislado del alimento, habiéndose
encontrado en estos casos unos recuentos de L. monocytogenes siempre superiores a 10°
ufc/g (Wenger y col., 1990; Fernandez-Garayzabal y col., 1992a). Sin embargo, como ya
hemos comentado, la dosis que causa la aparicion de un caso clinico varia en funcion de
las condiciones del hospedador.

I.B.1. Presencia de L. monocytogenes en los alimentos

Los brotes de listeriosis de origen alimentario ocurridos en la década de ios 80 han
llevado a una vigitancia mas estrecha de la presencia de L. monocytogenes en los
alimentos. Asi, podemos decir que en los ultimos anos se ha investigado la presencia de
L. monocytogenes en practicamente todo tipo de alimentos destinados al consumo
humano. Los resultados obtenidos a este respecto han sido muy variados, debido
principalmente al nimero limitado de muestras estudiadas en distintas localizaciones y a
la diversificacién de la metodologia empleada. A continuacién, vamos a hacer un breve
resumen de la incidencia de L. monocytogenes en algunos de los alimentos de mayor
consumo.

I.B.1.a. Leche y productos lcteos

La leche y los productos lacteos son quizds los alimentos en 108 que mds se ha
centrado la investigacién sobre la contaminacion por L. monocytogenes, debido, sin duda,
a la relacion de estos productos con los brotes de listeriosis ocurridos entre 1983 y 1987
en Estados Unidos y Suiza (Tabla !.1).

L. monocytogenes puede infectar a las vacas lecheras en produccion y, por tanto,
aparecer en la leche secretada por éstas, debido principaimente al padecimiento de
mastitis subclinicas sin alteracion mamaria o de la leche. La incidencia de
L. monocytogenes encontrada por diferentes autores en distintos tipos de leche se muestra
en la Tabla 1.2. En términos generales, ésta varia entre el 0,3 y el 45,3% y, aunque la
mayor parte de estos estudios son unicamente cualitativos, en los casos en 10s que se han



TABLA 1.2. PRESENCIA DE L. monocytogenes EN LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

Alimento Incidencia (%) Referencia
L.eche cruda de vaca 3,0-453 Lund y col., 1991; Dominguez y col., 1985
Leche pasterizada de vaca 214 Femandez- Garayzabal y col., 1986
" Leche cruda de oveja 0,3 Perales, 1993
J
" Quesos de pasta blanda | 4-16 Marth y Ryser, 1990
" Queso (varios tipos) 1 05-129 Farber y col., 1987; Breer, 1986
“ Helados 3,7 Walker y col., 1991
H ‘Mantequilla 36 Morel y col., 1979




efectuado recuentos, éstos no suelen ser superiores a 10° UFC/m| (Hayes y col, 1986;
Beckers y col., 1987; Fenlon y Witson, 1988).

En lo que se refiere a la presencia de L. monocytogenes en quesos, la incidencia
varia entre un 0,5 a un 26,7%, habiéndose obtenido unos recuentos de incluso 10° a 10’
UFC/g (Perales, 1993). ‘

En cuanto a otros productos lacteos, investigaciones realizadas en los Estados
Unidos han detectado la presencia de L. monocytogenes en aproximadamente un 2,5% de
las muestras, entre las que se incluian batidos de chocolate y postres lacteos congelados
de varios tipos. Debido a la capacidad de esta bacteria para crecer a temperaturas de
refrigeracién, ésta puede alcanzar una poblacién de hasta 10’ UFC/mi durante el
almacenamiento de este tipo de productos (Marth y Ryser, 1990). También se ha aislado
L. monocytogenes a partir de helados (Anénimo, 1987a; Walker y col., 1991), nata (Marcy
y Mossel, 1984) y mantequilla (Morel y col., 1979).

1.B.1.b. Carne y productos cérnicos

Se ha aislado L. monocytogenes en muy diversos tipos de carne, si bien, la carne
de ave y sus derivados son los que mayor incidencia presentan de todos ios alimentos
investigados (hasta el 85,0%) (Tabla 1.3.), coincidiendo la mayoria de {0s numerosos
estudios realizados, en que la contaminacién aumenta a medida que se avanza el
procesado y distribucién del producto (como veremos en el apartado 1.B.2). L.a cantidad de
L. monocytogenes presentes en las muestras positivas es, sin embargo, escasa, no
encontrandose habituaimente recuentos mayores de 10? UFC/g.

En cuanto a las cames rojas, se observa una mayor presencia de
L. monocytogenes en came de porcino que en la came de vacuno y ovino, ocumiendo que,
como en el caso de la came de aves, aumenta la incidencia segun avanza el proceso de
elaboracién de la came. Aungque son pocos los estudios en los que se haya efectuado un
recuento de L. monocytogenes en las muestras positivas, se cree que en general no
superan el valor de 5 UFC/g (Buchanan y col., 1989; Johnson y col., 1990). Respecto a
los productos carnicos, mencidn especial requiere el paté, donde se han obtenido

10



TABLA 1.3. PRESENCIA DE L. monocytogenes EN CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS *

Alimento

Incidencia (%)

Referencia

“ Carne de vacuno 31-240 Cattin y col., 1985; Wong y col., 1990 I
“ Came de porcino 5,0 - 58,8 Nicolas, 1985
Came de ovino 14,3 Nicolas, 1985
ﬂ Came picada 50 - 38,0 Rorvik e Yndestad, 1991; Schonberg y col., 1989
Productos carnicos curados 27-722 Cantoni y col., 1988; Grau y Vandelinden, 1992
Productos camicos cocidos 10,0 - 35,0 Morris y Ribeiro, 1989
“ Came de polio y pavo 2,1 -850 Varabioff, 1990; Schonberg y col., 1989
Derivados de aves 12,0 - 79,3 Gitbert y col., 1988; Peraies, 1993

* (Adaptado de Perales, 1993)



recuentos de hasta 10° UFC/g (Perales, 1993).

I.B.1.c. Otros alimentos

La mayoria de los muestreos realizados sobre la presencia de L. monocytogenes
en pescados y mariscos han mostrado una incidencia entre el 2,2 y el 18,7% (Farber,
1891; Rorvik e Yndestad, 1991). Segun estos estudios, no parece haber diferencias
apreciables segln se trate de pescado 0 marisco, y los recuentos suelen ser inferiores a
10? UFC/g.

En cuanto a los alimentos de origen vegetal, no han sido muchos los estudios
realizados sobre la presencia de L. monocytogenes en ellos, aunque incluyen una variedad
de vegetales. La incidencia encontrada en estos alimentos varia entre el 1,1% en coles y
el 60,0% en patatas, presentando también una aita incidencia los rabanos (14,4%) y las
setas (10%) (Heisik y col., 1989; Van Netten y col., 1988).

Finalmente, la presencia de L. monocytogenes en platos preparados parece ser
elevada, tanto en platos cocinados como en los precocinados, siendo de destacar e! aito
porcentaje de muestras positivas encontradas en platos precocinados y congelados, que
alcanza hasta un 34,0% (Wong y coi., 1990; Saludes y Aguiar, 1994). La importancia de
la presencia de L. monocytogenes en este tipo de alimentos radica fundamentalmente en
que se trata de productos que se pueden consumir sin ningun tipo de tratamiento térmico
(o con un tratamiento muy suave) que no garantiza la eliminacién de L. mohocﬁogenes
presente en el alimento. Por tanto, deberia suponerse la ausencia en estos productos de
L. monocytogenes lo que, como hemos visto, no siempre ocurre, con el consiguiente rieégo
para el consumidor.

1.B.2. Origen de ia contaminacién de los alimentos por L. monocytogenes
Una de las fuentes mds importantes de contaminacién de los alimentos por

L. monocytogenes la constituyen los enfermos y portadores inaparentes que van
diseminandola en el ambiente a través de la orina, heces y otras secreciones. Asi, en el
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caso de mastitis causadas por L. monocytogenes en el ganado bovino, ovino y caprino,
este microorganismo es excretado en la leche de los animales afectados hasta tres meses
después de la desaparicién de los sintomas clinicos (Esiner y col., 1980), lo cual hace que
esta leche sea un peligro potencial para el consumidor si no se le aplica el tratamiento
térmico adecuado. Por ofro lado, las heces procedentes de portadores de
L. monocytogenes empleadas para el abonado de verduras y hontalizas podrian ocasionar
que éstas se contaminasen con este microorganismo (Beuchat y col., 1989).

Otra fuente importante de contaminacién de los alimentos por L. monocytogenes
es el medio ambiente. Como hemos visto anteriormente, L. monocytogenes es un
microorganismo caracterizado por su gran ubicuidad, por lo que su presencia, por ejemplo,
en las aguas de riego de verduras y hortalizas puede ocasionar una contaminacion de
estos alimentos por L. monocytogenes (Beuchat y col., 1990). La leche cruda puede
también contaminarse con L. monocytogenes a partir del ambiente del establo, de los dtiles
de orderio, e incluso de ios operarios.

Los alimentos pueden también sufrirla contaminacién por L. monocytogenes en las
propias industrias alimentarias, habiéndose demostrado wuna incidencia de
L. monocytogenes en mataderos del 30 al 65% (Lowry y Tiong, 1988 ), y del 7,6% en
centrales lecheras {An6nimo 1987b).

En el caso de los quesos, la forma de contaminacién L. monocytogenes puede ser
bien a través de la materia prima (leche, cultivos iniciadores, cuajo, etc.), a partir det
ambiente o los operarios de la fabrica, o durante su distribucién y venta (Marth y Ryser,
1990). Cuando la contaminacion del queso se produce a partir de la leche cruda empleada
para su fabricacién, el comportamiento de L. monocytogenes durante la maduracion del
queso varia dependiendo de su carga inicial en la leche y dei tipo de madurado que se
aplique, estando muy relacionado con la presencia de cuitivos iniciadores y el descenso
del pH del producto (Ver apartado 1.B.3.b.).

En cuanto a {as cames, hay que sefialar que la mecanizacion de los mataderos
tanto de mamiferos como de aves, aumenta la contaminacion por L. monocytogenes
durante el procesado de las canales, lo cual hace légico el mayor porcentaje de
aislamientos de L. monocytogenes en estos alimentos a la salida de la planta (Skovgaafd
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y Morgen, 1988; Hudson y Mead, 1989; Ylla, 1993). Asimismo, los trabajadores y utensilios
de la industrias alimentarias constituyen otra fuente importante de contaminacién cruzada
de los alimentos por L. monocytogenes durante su manipulacion y procesamiento, e incluso
durante el envasado y empaquetado (Elischerova y col., 1977; Nicolas, 1985; Lowry y
Tiong, 1988; Ylla, 1993).

Finaimente, se ha encontrado que los frigorificos domésticos, y las cocinas en
generai, podrian constituir otro lugar donde puede ocurrir la contaminacion cruzada de los
alimentos con L. monocytogenes, principalmente cuando se trata de productos no
envasados individualmente, habiéndose encontrado que en una investigacion llevada a
cabo en Holanda, se determind la presencia de Listeria spp. en el 20% de las cocinas
estudiadas (Cox y col., 1989).

I.B.3. Control de la presencia y crecimiento de L. monocytogenes en los alimentos

Como hemos visto, las probabilidades de que un alimento se vea contaminado por
L. monocytogenes son muy altas en todas las etapas de su procesado, desde la obtencion
de la materia prima hasta su transporte y distribucion. Como resulta muy dificii evitar esta
contaminacidn, la forma de impedir que los alimentos contaminados con esta bacteria
supongan un peligro para el consumidor consiste en aplicarles aigun tipo de tratamiento
que, bien destruyan a L. monocytogenes, o bien impidan su crecimiento, sin que se
produzca la alteracién de las caracteristicas nutritivas y organolépticas del alimento.

|.B.3.a. Tratamientos aplicados para |a destruccién de L. monocytogenes

Se puede decir que el unico tratamiento eficaz al que se puede someter un alimento
contaminado con L. monocytogenes y que permite asegurar la total destruccion de
L. monocytogenes presentes es la aplicacién de altas temperaturas. Por supuesto, no
todos los alimentos son susceptibles de ser sometidos a este tratamiento, estando
fundamentaimente destinado a los alimentos liquidos, principaimente la leche, tanto la
destinada al consumo comgo a la elaboracién de productos lacteos.
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En este sentido, |la efectividad de los diversos tratamientos aplicados a la leche es
distinta. Asi, el fratamiento de esterilizacion y UHT de la leche no presentan ninguna duda
sobre su efectividad frente a L. monocytogenes, asegurando su total destruccion. Sin
embargo, con respecto a la pasterizacion, la efectividad del tratamiento depende de la
carga de L. monocytogenes en la leche, habiéndose encontrado que el limite de
L. monocytogenes que es destruida por ia pasterizacion es de 10°-10° UFC/mI (Femandez-
Garayzabal y col., 1986 y 1987; Doyle y col., 1987; Lovett y col., 1990). Aunque algunos
autores opinan que la presencia intracelular de L. monocytogenes en los fagocitos podria
representar una férmula de proteccion que pemitiera al microorganismo evitar el efecto
destructivo del calor (Barza, 1985; Bunning y col., 1986; Doyle y cal., 1987), hay que tener
en cuenta que el proceso de homogeneizacion habitual de la leche, previo al tratamiento,
liberaria la mayor parte de las bacterias contenidas en los macréfagos, haciéndolas
sensibles a éste.

En cuanto a la aplicacién de tratamientos témicos a otro tipo de alimentos, tales
como la carne y productos camicos, €s necesario sefalar que, dadas las caracteristicas
de estos alimentos, los tratamientos aplicables en ellos no son suficientes como para
destruir a L. monocytogenes, estando destinados fundamentaimente a disminuir lo mas
posible su presencia (Mackey y Bratchell, 1989; Mackey y col., 1890)

1.B.3.b. Tratamientos aplicados para controlar el crecimiento de L. monocytogenes

Una de las principales formas de evitar el crecimiento de los microorganismos
patégenos presentes en los alimentos es la refrigeracion, evitando asi principalmente el
desarrollo de ias bacterias mesdfilas. Sin embargo, L. monocytogenes puede crecer a
temperaturas entre 0 y 5°C en la mayoria de los alimentos (Rosenow y Marth, 1987;
Sizmur y Walker, 1988; Berrang y col., 1989; Lovett y col., 1990; Fernandez-Garayzabal
y Blanco, 1993), siendo uno de los pocos microorganismos patdgenos transmitidos por los
alimentos que puede multiplicarse a temperaturas de refrigeracién. Esta caracteristica es
especialmente importante, ya que en cas¢ de almacenamiento prolongado de un alimento
a estas temperaturas, L. monocytogenes puede alcanzar cifras potencialmente peligrosas
a la hora de su consumo.
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Otra manera de evitar el crecimiento de L. monocytogenes en un alimento es
modificando las caracteristicas fisico-quimicas de éste. Existen dos formas principales de
producir estas modificaciones:

a) Mediante la incorporacion al alimento de determinados cultivos iniciadores que, por
su propia actividad sobre los componentes del alimento, produzcan un cambio en &l (p.e.,
la modificaciéon del pH), o que liberen sustancias al medio (bacteriocinas) que inhiban el
crecimiento de L. monocytogenes. En este sentido, se conoce desde hace tiempo que el
crecimiento de L. monocytogenes en diversos tipos de leche fermentada se ve inhibido
debido al efecto acidificante ejercido por la flora lactica mesdfila (Streptococcus cremoris
y S. lactis) y termdfila (S. thermophylus y Lactobacillus bulgarnicus) (Schaack y Marth,
1988a y 1988b). Igualmente, se ha comprobado que algunas bacterias responsabies de
la fermentacion de diversos productos camicos (principalmente del género Pediococcus)
aceleran la inactivacion de L. monocytogenes debido a la producion de bacteriocinas (p.e.
pediocina AcH); sin embargo, parece ser que la efectividad de estas bacteriocinas varia
con la cepa de L. monocytogenes, entre otros factores, y que, en determinadas
circunstancias, las listerias lesionadas pueden recuperarse (Foegeding y col.,, 1992;
Motlagh vy cal., 1992).

b) Mediante ia adicién de productos quimicos o biolégicos. Asi, se puede modificar el
pH de un alimento afiadiendo determinados 4cidos orgdnicos o inorganicos. En este
sentido, el efecto de la acidificacién del producto esta en funcién de la temperatura: el pH
minimo de crecimiento L. monocytogenes aumenta contorme disminuye la temperatura
(George y col., 1988; Farber y col., 1989), mientras que la inactivacién de esta bacteria en
condiciones de acidez es mas lenta a temperaturas de refrigeracion que a temperatura
ambiente (Parish y Higgins, 1989). Por otro lado, la incorporacion de nisina (una
bacteriocina producida por aigunas cepas de Lactococcus lactis) a los alimentos, sobre
todo en medios 4acidos, puede contribuir a la reducciébn de la poblacion de
L. monocytogenes, aunque el desarrollo de mutantes resistentes puede reducir la eficacia
de su utilizacion habitual (Benkerroum y Sandine, 1988; Harris y col., 1991).
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1.B.4. Destino de ios alimentos contaminados. Criterio de los Organismos Oficiales

La listeriosis como enfermedad de origen alimentario ha recibido una atencion
especial en los (ltimos afios por parte de organismos oficiales de todo el mundo. La OMS
considera que las enfermedades transmitidas por alimentos en general, y algunas de ellas
en particular son uno de los problemas de salud publica mas extendido en el mundo
contemporaneo, y una causa muy importante de pérdida de productividad para los paises,
industrias y consumidores (Quevedo, 1993).

En el caso de la listeriosis, la OMS convocé en 1988 una reunién de un grupo de
trabajo con el fin de establecer unas recomendaciones a las autoridades nacionales de
salud publica y a Ia industria alimentaria que evitaran la aparicion de nuevos brotes de la
enfermedad. Entre estas recomendaciones se incluia, por ejemplo, la puesta en practica
del sistema ARICPC (Andlisis de Riesgos e Identificacién y Control de Puntos Criticos) en
las industrias como.el mejor camino para garantizar la inocuidad y la calidad de los
alimentos (OMS, 1986 y 1988).

Los responsables de Salud Publica de la Unidén Europea, siguiendo las
recomendaciones de la OMS, también han tenido en cuenta la importancia de la listeriosis
a la hora de establecer normativas respecto a la calidad microbioldgica de los alimentos.
Asi, hay una serie de reglamentaciones de la UE, ya aprobadas ¢ en discusion a diferentes
niveles de decision, que proponen medidas de control con el fin de proteger la Salud
Publica y evitar al mismo tiempo obstaculos al libre mercado unico (Sanabria, 1993).

En este sentido, el interés que suscita la presencia de L. monocytogenes en
alimentos lievo al Consejo de las Comunidades Europeas a la publicacion de 1a Directiva
92/46/CEE (DOCE L-268; 14-09-1992), que ha sido recientemente incorporada a la
Legislacion espaiiola por el Real Decreto 1679/1994 (BOE n? 229; 24-09-1994). En éste
se establecen las condiciones sanitarias aplicables a la produccion y comercializacién de
leche cruda, leche tratada témrmicamente y productos lacteos, determinandose en el capitulo
Il de este Real Decreto los criterios microbioldgicos aplicables a 10s productos lacteos y a
la leche de consumo. Con respecto a L. monocytogenes, se establece la ausencia de esta
bacteria en 259 en quesos distintos de los de pasta dura y su ausencia en 1g en otros
productos, ho siendo obligatoria su blisqueda en la leche conservada y los productos
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lacteos tratados térmicamente tras y durante el envasado y el embalado.

Sin embargo, no se han establecido nomnativas en ningun otro tipo de productos
alimenticios, por 10 que existe un vacio legal a la hora de establecer los limites de la
presencia de L. monocytogenes en los alimentos distintos de la leche y productos lacteos.

Por otro lado, existen varios aspectos problematicos respecto al andlisis oficial de
alimentos en relacién con L. monocytogenes, siendo de destacar, entre otros la pluralidad
de métodos que se pueden emplear, ausencia de métodos analiticos oficiales de
referencia, carencia de programas de muestreo y de normas microbiologicas. En este
sentido, es necesario evaluar métodos de deteccién de L. monocytogenes que se adapten
a las distintas caracteristicas de los alimentos, ya que por su naturaleza o por los distintos
tratamientos industriales a que se someten podrian ocasionar lesiones subletales en los
microorganismos, lo que a su vez puede originar modificaciones de la técnica a utilizar
{Blanco, 1993).

Otro aspecto importante en cuanto a la determinacion de la presencia de
L. monacytogenes en los alimentos, es el critero a seguir cuando se detecta esta bacteria
tanto en un alimento como en una industria productora. En este sentido, se han propuesto
una serie de altemativas a seguir dependiendo de determinados factores que incluyen,
desde la especie de Listeria aislada, hasta el tipo de consumidores a os que va destinado
el alimento (Andnimo, 1991, Moreno, 1993; ICMSF, 1994). En el Esquema |.1 se
representan las altemativas a seguir segun estas propuestas.

1.C. EFECTOS DE LA CONGELACION DE LOS ALIMENTOS SOBRE L. monocytogenes

Muchas de las muestras de alimentos o de sus ingredientes que se remiten a los
laboratorios para su analisis microbiolégico son congelados cuando el laboratorio al que
se envian se encuentra lejos del lugar de origen, pudiendo sufrir uno o varios ciclos de
descongelacidn y congelacion durante su procesarmiento. Estos procedimientos, debido a
los efectos letales y subletales de la congelacion y descongelacion sobre las celulas
bacterianas, pueden conducir a falsear el resultado del analisis microbiolégico y, por tanto,
de la calidad real de los productos. Esto es debido a que estas células, aunque constituyen
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ESQUEMA I.1

ACTUACIONES CON ALIMENTOS EN LOS QUE SE HA DETECTADO LA

PRESENCIA DE Listaria spp.

(Adaptado de Moreno, 1993)
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parte de la pobiacidn viable total, tienen algunas de sus caracteristicas fisioldgicas
alteradas, y un método especifico utilizado en el andlisis microbiolégico de una muestra
podria no detectarias (Ray, 1989).

I.C.1. Susceptibilidad de L. monocytogenes a la congelacion

Los efectos de la congelacion sobre L. monocytogenes, asi como la presencia de
esta bacteria en alimentos congelados no ha merecido la consideracion de los
investigadores hasta hace bien poco tiempo. Sin embargo, la presencia de
L. monocytogenes en productos congelados parece ser abundante, habiéndose aislado en
los ultimos afios a partir de una gran variedad de alimentos congelados, incluyendo
productos lacteos, came, mariscos y platos precocinados (Weagant y col., 1988; Varabioff,
1990; McCarthy y col., 1980; Wong y col., 1990; Walker y col., 1991; Saludes y Aguiar,
1994).

La mayon‘a' de los autores que han estudiado la susceptibilidad de
L. monocytogenes a la congelacién coincide en que L. monocytogenes es bastante
resistente a los efectos letales de la congelacién {(Golden y col., 1988a y 1988b; Oscroft,
1989; Palumbo y Williams, 1991; Warburton y coi., 1992). De toda la bibliografia
consultada, unicamente hemos encontrado un caso en el que sefalen una elevada muerte
celutar, entre el 58 y el 93% (El-Kest y Marth, 1991a); esta diferencia se debe,
probablemente, a que el medio de suspension de L. monocytogenes empleado por la
mayoria de los autores era un caldo nutritivo, mientras que et empleado por El-Kest y
Marth era tampodn salino {PBS). La influencia del medio de suspensidon en el que se
encuentra L. monocytogenes sobre el efecto de la congelacion se analizaran en el
apartado 1.C.2.

En lo que respecta a las listerias que han sufrido algun tipo de dafo subletal
causado por la congelacion, los resultados han sido dispares, variando principalmente en
funcién de los medios empleados para diferenciar las células sanas de las alteradas. Se
conoce desde hace tiempo que las bacterias que han sufrido alguna lesién subletal ven
aumentada su sensibilidad al cloruro sddico, por lo que la mayoria de los autores han
utilizado un medio nutritive suplementado o no con distintas cantidades de cloruro sédico
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para diferenciar las bactenas sanas de las dafadas subletalmente (Golden y col., 1988a;
El-Kesty Marth, 1991ay 1991b; Palumbo y Williams, 1991; Budu-Amoaka y col., 1992; Yu
y Fung, 1993). Asi, Golden y col. (1988a) determinaron que la presencia de células
dafiadas subletaimente tras la descongelacion era éptima mediante la comparacién det
crecimiento en agar triptosa fosfato (donde crecen todas las células viables) y el mismo
medio suplementado con cloruro sédico al 6-8% (donde se inhibe el crecimiento de las
células lesionadas). De esta manera, encontraron que tras 14 dias a -20°C, mas del 82%
de la poblacién viable de L. monocytogenes habia sufrido un dafio subletal. Iguaimente,
otros autores emplearon concentraciones de cloruro sddico entre e! 5 y el 6% (El-Kest y
Marth, 1991a y 1991b; Palumbo y Wiiliams, 1991; Budu-Amoako y col., 1992; Yu y Fung,
1993). Los unicos datos discrepantes a este respecto parecen ser los de Martin y Katz
(1993), quienes encontraron un crecimiento similar en el medio nutritivo sin suplementar
y suplementado con clorurg sddico. La explicacién a estos resultado se podria atribuir a
la proporcion de cloniro sddico utilizada (2%), que no es suficiente para inhibir el
crecimiento de las bacterias lesionadas, por io que los recuentos efectuados en este medio
no indicaban el numero de L. monocytogenes sin dafar, sino el numero de
L. monocytogenes totales.

Las bacterias lesionadas, ademas de ser mas sensibles al cloruro s6dico, también
SONn Menos resistentes a la accion de la mayoria de los agentes que se emplean en la
formulacion de medios selectivos. Asi, en el caso de L. monocytogenes, cuanto mayor sea
la selectividad del medio empleado, peor sera el crecimiento de las listerias dafiadas
subletalmente; por tanto, la diferencia de crecimiento de L. monocytogenes entre un medio
nutritivo comun y un medio selectivo constituye un indice para determinar la presencia de
bacterias dafiadas subletalmente.

En este sentido, los resuitados obtenidos sobre la capacidad de diversos medios
selectivos para permitir el crecimiento de L. monocytogenes tras sufrir un proceso de
congelacion/descongelacion .han sido muy variados. Asi, algunos investigadores
encontraron que determinados medios selectivos apenas afectaron a la capacidad de
crecimiento de L. monocytogenes tras su congelacién (-20°C, 14 dias) con respecto al
crecimiento un medio nutritivo no selectivo {Goiden y col.,1988b; Oscroft, 1989). Los
medios selectivos empleados fueron los siguientes: MLA (McBride y Girard, 1960),
GBNTSA (Martin y col., 1984), MDA (Despierres, 1971}, MMA (Lovett y col., 1987), LSAM
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(Dominguez y col., 1984), DLEA (Donnelly y Baigent, 1986) y OXFORD (Curtis, y col.,
1989). Otros autores, por el contrario, encontraron una gran variacion en el crecimiento de
L. monocy'togehes en los medios selectivos antes y después de la congelacién (Palumbo
y Williams, 1991; Warburton y col., 1992). Los medios em'pleados en este caso fueron LPM
(Lee y McClain, 1986), CNP (Loessner y col., 1988), MLA (McBride y Girard, 1960), MVJ
(Buchanan y col., 1987), ARS-MMB (Buchanan y col.,, 1987), OXFORD (Curtis y col.,
1989), MOX (McClain y Lee, 1989) y PALCAM (Van Netten y col., 1989). En general, los
medios mas selectivos se mostraron mas inhibidores frente al crecimiento de
L. monocytogenes tras un proceso de congelacion.

I.C.2. Factores que influyen en ia sensibilidad de L. monocytogenes a la congelacién

La disparidad de resultados encontrados en cuanto al dafio subletal que ocasiona
la congelacién a L. monocytogenes puede ser debida a la variacion en las cepas y la
metodologia empleadas (tiempos de almacenamiento, medios de cultivo, etc). Vamos a
comentar a continuacion los factores mas importantes que pueden influir en ia sensibilidad
de L. monocytogenes a la congelacion.

Cepas de L. monocytogenes: En {a mayoria de los estudios se han empleado varias
cepas simultaneamente, principalmente de los serotipos 1/2a y 4b, no habiéndose
encontrado, en general, diferencias en cuanto al comportamiento de las distintas cepas si
el resto de la metodologia empleada era igual (Golden y col., 1988a y 1988b; Palumbo y
Williams, 1991; Warburton y col., 1992; Budu-Amoako y col., 1992; Yu y Fung, 1993).
Otros autores, sin embargo, encontraron algunas diferencias en el comportamiento entre
las distintas cepas empleadas, aunque parecié tener cierta influencia el medio de
suspensién empleado (Oscroft, 1989; El-Kest y Marth (1991a). Asi, Oscroft (1989) sefala
que la cepa de L. monocytogenes CRA 433 fue notablemente mas sensible que el resto
de las cepas empleadas en su estudic {Scott A y CRA 710) cuando el medio de
suspension era homogeneizado de zanahoria, comparado con un homogeneizada de pollo.
Ei-Kest y Marth (1991a) emplearon también varias cepas en sus estudios acerca de !os
efectos de la congelacibn en L. monocytogenes (Scott A, V7, Califomia y Ohio),
observando que la cepa Scott A se mostré mas resistente que las demas a la congelacion
cuando el medio de suspension era PBS, mientras que cuando se empleaba caido triptosa
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la cepa mas sensible era L. monocytogenes Califomia.

Fase de crecimiento celular: Aungue se ha indicado que las células bacterianas en fase
logaritmica de crecimiento son mas sensibles a la congelacidon que las que se encuentran
en fase estacionaria (Brown, 1993), en el caso de L. monocytogenes no parece ocurrir lo
mismo. Asi, aunque la mayoria de los autores emplean cultivos de L. monocytogenes en
fase estacionaria, Oscroft (1989) comparé el comportamiento de tres cepas de
L. monocytogenes en fase logaritmica y en fase estacionaria, no encontrando diferencias
en cuanto a la sensibilidad a la congelacién. Si parece tener cierta influencia la edad del
cultivo; asi Warburton y col (1992) empiearon cultivos de 24 horas, 7 dias y seis meses,
observando mayor sensibilidad a la congelacién en los cultivos de seis meses.

Cantidad de in6culo: Aunque en {a bibliografia consultada ninguno de los autores sefiala
la influencia que el indculo de bacterias puede tener sobre su sensibilidad a la congelacion,
parece ser que cuando se halla presente una gran cantidad de microorganismos_, ia pérdida
de sustancias de bajo peso molecular a través de la membrana que ocurre durante la
congelacion, proporciona cierto grado de crioproteccion. Este efecto se produciria
igualmente aun cuando las bacterias presentes fueran distintas de L. monocytogenes, por
ejemplo, en el caso de alimentos congelados con gran cantidad de microflora bacteriana
propia (Brown, 1993).

Medio de suspension: En general, el medio de suspension empleado por los distintos
autores ha sido un caldo nutritivo; sin embargo, como hemos comentado antes, algunos
autores han empleado otros medios. Asi, Oscroft (1989) y Palumbo y Williams (1991)
empiearcn homogeneizados de distintos alimentos, encontrando que L. monocytogenes era
mas sensible a ia congelacién cuando se hailaba suspendida en homogeneizados cuyo
pH era més bien acido. El-Kest y Marth (1991a) comprobaron la mayor resistencia de
L. monocytogenes a la congelacion cuando empleaban leche o triptosa fosfato para
suspender las bacterias en lugar de PBS y, ademas, que cuando e! tiempo de
almacenamiento en congelacion era prolongado {més de dos semanas) el glicerol
incorporado al medio de suspensién se comportaba como un crioprotector altamente
efectivo (El-Kest y Marth, 1991b).

Velocidad de congelacidn: Se ha comprobado que la velocidad de congelacion afecta a
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la viabilidad de las células bacterianas mediante la formacion de cristales que afectan a
la estructura celular. Asi, a velocidad de congelacién lenta, se forman grandes cristales de
hielo que se mueven lentamente a través del alimento, concentrando los solutos en su
frente. Los microorganismos son expuestos a altas concentraciones de solutos y los
grandes cristales de hielo se forman fuera de la célula. A velocidades rdpidas de
congelacion se forman numerosos y pequenos cristales de hielo dentro y fuera de la célula
y los solutos no se concentran como en el caso anterior. Las células microbianas
mantienen su tamafio normal, aunque pueden mostrar alguna distorsion y perder la
integridad de su membrana, ya que los cristales de hielo formados son lo suficientemente
pequefios como para desorganizar la arquitectura de la membrana (Brown, 1993). En el
caso de L. monocytogenes, aunque no dispcnemos de muchos datos al respecto, parece
ser que tanto la velocidad de congelacion como la de descongelacion de un
homogeneizado en el que se halla suspendido un cultivo de L. monocytogenes no tienen
influencia sobre la viabilidad de estas bacterias tras el tratamiento (Oscroft, 1989).

Tiempo de almacenamiento en congelacién: En este aspecto existen diferentes
resuitados. Asi, mientras Oscroft (1989) y Palumbo y Williams (1991) no encuentran
diferencias notables en la supervivencia de L. monocytogenes tras 12 y 14 semanas
respectivamente en congelacién, El-Kest y Marth (1991a} sefialan un descenso de la
viabilidad, asi como una lesién celuiar notables tras 4 semanas en congelacion cuando el
medio de suspensién era PBS, aunque estos mismos autores afirnan que tanto la muerte
como el dafio celular ocurren principalmente durante las primeras horas de la congelacion.
Warburton y col. (1992) también comprobaron una menor recuperacion de
L. monocytogenes en medios selectivos tras largo tiempo (hasta 6 meses) de permanecer
en congelacién los cultivos de L. monocytogenes.

1.C.3. Reparacién de L. monocytogenes daiiada subletaimente

Las células de L. monocytogenes que hayan sufrido una lesién subletal durante
cualquier fase del procesamiento de un alimento pueden recuberarse en el producto
acabado durante ei almacenamiento en refrigeracion. No se conocen muchos datos con
respecto a la recuperacion de L. monocytogenes tras la congetacion, habiéndose realizado
la mayor parte de los estudios en cultivos que habian sufrido un tratamiento térmico. Asi,
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se conoce que L. monocytogenes es capaz de recuperar sus condiciones iniciales tras un
tratamiento subletal, entre ellas, su poder patdgeno {Busch y Donnelly, 1992). En este
sentido se ha comprobado que cultivos de L. monocytogenes dafiados subletalmente por
calor es tan patdgena tras su recuperacién como cultivos no tratados cuando se han
inoculado en ratones inmunocomprometidos (McCarthy, 1991).

Segun los estudios de varios autores (Buchanan y col., 1988; Busch y Donnelly,
1992), y refiriéndose a L. monocytogenes que han sufrido un tratamiento térmico subletal,
al menos se requieren de 6-9 horas de incubacién en un ambiente no inhibitorio para
reparar el dano celular ocasionado por un tratamiehto subletal, recuperando asi su
resistencia al cloruro sédico y otros agentes selectivos.

I.C.4. Implicacion en Microbiologia de los alimentos

Segun Ray (1993}, hay tres consideraciones que hacer con respecto al efecto que
puede ocasionar la presencia de bacterias dafiadas subletalmente en los alimentos:

1.- Muchos de los tratamientos aplicados a los alimentos para su produccidn comercial y
conservacion ocasionan daros subletales a los microorganismos.

2.- Muchos microorganismos que sufren lesiones subletales son utilizades como
indicadores de la calidad microbiolégica del alimento, o son empleados como cultivos
iniciadores, o son causantes de enfermedades de origen alimentario, siendo éste el caso
de L. monocytogenes. En este sentido, ya hemos comentado que L. monocytogenes
recuperada tras un tratamiento subletal recupera también su poder patdgeno. Asi, un
alimento contaminado con L. monocytogenes que haya sufrido un tratamiento subletal
(como la congelacidn) y que posteriormente fuera almacenado en refrigeracion retrasaria,
pero no impediria, el crecimiento de L. monocytogenes, pudiendo ocasionar el desarrolic
de listeriosis en el consumidor.

3.- Muchos de los productos guimicos a los que las bacterias lesionadas son sensibles, se

utilizan en la formulacién de medios selectivos recomendados para la deteccion de
microorganismos patégenos o indicadores entre la flora mixta presente en un alimento. En
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este sentido, aunque L. monocytogenes es bastante resistente a ia congelacion, y los
procedimientos de congelacion y descongelacion pueden reducir el numero de
microorganismos competidores, pemmitiendo el aislamiento de L. monocytogenes mas
facilmente (Varavioff, 1990), sin embargo, la faita de capacidad para mantener su
resistencia a l0s agentes selectivos empleados en los medios de cultivo podria conllevar
una falta de deteccién cuantitativa, debido a que el medio de aislamiento es capaz se
pemmitir solo el crecimiento de las células sanas.

1.D. METODOS DE DETECCION DE Listeriay L. monocytogenes EN LOS ALIMENTOS

La investigacion en la epidemiologia de la listeriosis humana y animal, y en la
distribucion ecoldgica de ios microorganismos del género Listeria han ido paraleias a la
evolucién y desarrollo de los métodos de deteccidon de estos microorganismos. En un
principio, la mayoria de las técnicas utilizadas fueron desarroliadas para el diagnéstico
microbiolégico de L. monocytogenes a partir de muestras clinicas. En estos casos, las

' muestras consistian fundamentaimente en liquido cefalorraquideo, sangre e higado, por
lo que el aislamiento de L. monocytogenes a partir de ellas era relativamente facil en el
caso de ser el microorganismo causante del proceso, ya que en un medio nutritivo las
listenas crecian practicamente en cultivo puro. Sin embargo, pretender detectar listerias
directamente a partir de muestras contaminadas naturalmente con otro tipo de
microorganismos, como es el caso de las heces, muestras ambientales o alimentos, ha
sido hasta hace poco tiempo imposible. Esto era debido a que la pobiacién de Listeria en
estos sustratos es generalmente baja, y su presencia se veia enmascarada por et
crecimiento de la microflora natural de la muestra. Los recientes brotes de listeriosis
humana relacionados con ef consumo de determinados alimentos (Tabla 1.1) han
subrayado la necesidad de estudiar en profundidad la epidemiologia de esta enfermedad
y, por tanto, mejorar las técnicas de aislamiento e identificacion de los microorganismos
det género Listeria a partir de los alimentos destinados al consumo humano y animal. Asi,
ditimamente se han desarrollado medios de cuiltivo lo suficientemente selectivos como para
permitir el aislamiento directo de L. monocytogenes a parlir de muestras aitamente
contaminadas con otros microorganismos, e igualmente nuevas técnicas inmunolégicas y
moleculares. De esta manera se ha recogido gran cantidad de datos sobre importantes
cuestiones en relacion con la epidemiologia de la listeriosis y su prevencion, poniéndose
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de manifiesto su verdadera importancia como una enfermedad de transmision alimentaria.

1.D.1. Métodos inmunoldgicos y moleculares

En los dltimos afos se han descrito varias técnicas, principalmente inmunolégicas
y moleculares para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de alimentos. Aunque
estos métodos han sido validados experimentaimente, pocas son, en realidad los que se
aplican como técnicas de rutina en los laboratorios de Microbiologia de Alimentos. Esto
es debido, fundamentalmente, a que en la mayoria de los casos se requiere un
enriquecimiento previo de la muestra segun la metodologia clasica, y una confirmacion
microbioldgica de las muestras positivas, ademas de la disponibilidad de unos equipos
caros y personal bien entrenado.

A continuacion haremos una breve referencia a los métodos inmunoldgicos y
moleculares para después abordar con mas detalle los métodos microbioldgicos cldsicos
de aislamiento e identificacion de L. monocytogenes a partir de alimentos.

1.D.1.a. Técnicas inmunolégicas

Las principales pruebas inmunoldgicas desarrolladas para la deteccion de
L. monocytogenes en alimentos se basan fundamentamente en et empieo de. anticuerpos
monoclonales obtenidos frente a proteinas presentes en todas !as especies del género
aplicados a una técnica ELISA. En esto se basa, por ejemplo, la prueba Listeria-Tek
{Organon Teknika Corp. Durham, NC) (Butman y col., 1998; Durham y col., 1990), el
sistema VIDAS-Listeria (BioMérieux) o la prueba EIA {Sorin y col. (1992).

La ventaja de estas técnicas ELISA es que permiten el procesamiento de gran
cantidad de muestras, con lo gue en el caso de resultar el andlisis negativo son de gran
utilidad. Sin embargo, unicamente pueden detectar la presencia 0 ausencia de
microorganismos del género Listeria en la muestra, sin precisar si se trata de
L. monocytogenes o de alguna otra especie, siendo, ademas técnicas cualitativas que no
dicen el niumero de listerias presentes en las muestras. Asi, en el caso de muestras
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positivas, se debe continuar el proceso hasta la identificacion de las especies presentes
(Saludes y Aguiar, 1994). Este inconveniente ha sido, en parte, solventado mediante el
empleo de anticuerpos monoclonales frente a la hemolisina de L. monocytogenes, como
han descrito Bartha y col. {1992) en su técnica HL-L. monocytogenes, con 10 que una
prueba positiva indicaria la presencia de esta bacteria en la muestra sin la necesidad de
una identificacién posterior. No obstante, sigue siendo una prueba cualitativa que no indica
el nivel de contaminacion del alimento.

Ademas de la técnica ELISA existen otras pruebas inmunolégicas para la deteccion
de L. monocytogenes en alimentos, como la inmunofiuorescencia directa (McLauchin y Pini,
1989), la combinacidn de inmunoftiuorescencia y una técnica de microcolonias (Sheridan
y col., 1981}, o pruebas inmunoenzimaticas en membrana (Schubert y Pawelzik, 1992).
Estos métodos, sin embargo, presentan [os mismos inconvenientes que la técnica ELISA,
requieriendo una confirmacion posterior de la presencia de L. monocytogenes en el caso
de resultar la prueba positiva. '

1.D.1.b. Técnicas moleculares

Las técnicas moleculares y su aplicacién a la deteccidén de patégenos de dificil
aislamiento han experimentado un gran desarrolio en los ultimos diez afos, y la
investigacion sobre la deteccion y aislamiento de L. monocytogenes no podia ser ajena a
estos avances. Asi, los estudios sobre métodos moleculares para la deteccidon de
L. monocytogenes a partir de alimentos han experimentadc un gran desarrolio en los
ultimos anos, que ha ido parejo al conocimiento de los genes de virulencia de esta
bacteria.

Uno de los avances mas importantes respecto a la deteccion de L. monocytogenes
mediante técnicas moleculares ha sido el desarrollo de sondas genéticas y su aplicacion
a las técnicas de hibridacidn de dcidos nucleicos (Datta y col., 1987, 1988 y 1993;
Klinger y col., 1988; Klinger y Johnson, 1988; King y coi., 1989 y 1890; Emond y col.,
1993).

La especificidad de las sondas varia dependiendo de los genes, e incluso de los
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fragmentos de éstos elegidos para su elaboracion. Asi, la mayoria de estas sondas se han
desarrofiado tomando como base regiones diagndsticas del gen que codifica el ARN 165
(Klinger y col., 1988 ; Klinger y Johnson, 1988; King y col., 1989 y 1990; Emond y col.,
1993), o bien fragmentos del gen que codifica la 3-hemolisina de L. monocytogenes (Datta
y col., 1987, 1988 y 1993), tratandose en este Gltimo caso de sondas especificas para
L. monocytogenes. Sin embargo, las sondas elaboradas a partir de fragmentos del ARN
16S unicamente pueden determinar la presencia de Listena, diferenciandola del resto de
los géneros.

Laimportancia de la especificidad de la técnica radica en que, al aplicarla al analisis
de un alimento, la determinacién de la presencia de Listeria en éste no implica
necesariamente que la contaminacién se deba a L. monocytogenes, sino que puéde
deberse a cualquier otra especie no patdgena del género. Como lo fundamental es la
deteccion de L. monocytogenes, que, como hemos visto en el apantado ).A.3, es la especie
patégena para el hombre, es interesante el empleo de sondas especificas para esta
especie, evitando el aisiamiento e identificacion posteriores.

En cuanto a !a utilidad de estas técnicas de hibridacién para la deteccion de
L. monocytogenes en alimentos, se ha comparado la eficacia de la mayoria de ellas con
los métodos microbiologicos cldsicos en una gran variedad de alimentos y muestras
ambientales, bien inoculados con listerias (Datta y col., 1988 y 1993; Klinger, 1988; Emond
y col., 1993; King, 1990; Bubert y Goebel, 1992) 0 naturalmente contaminados (Bubert y
Goebel, 1992). Los resultados en estos ensayos han demostrado la eficacia de estas
técnicas para el analisis de Listeria en alimentos, con unos niveles de sensibilidad y
especificidad de hasta el 100% en el caso de muestras inoculadas, y de hasta el 97% en
et caso de productos naturaimente contaminados con Listeria (Bottari y col., 1992).

Otro método descrito hace relativamente poco tiempo, y aplicado también
ultimamente a la deteccion de L. monocytogenes es la técnica de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Asi, se ha descrito un gran nimero de sistemas de deteccion de
L. monocytogenes basadas en la aplicacién de la PCR (Bessen y col., 1990; Golsteyn y
col., 1991 y 1982; Holmstrom y col., 1992; Bubert y Goebel, 1992; Starbuck y coi., 1992;
Niederhauser y col., 1992; Wang y col., 1992), aunque sélo algunos autores han estudiado
su utiidad para la determinacién de la presencia de L. monocytogenes en alimentos

29



(Bessen y col., 1990; Golsteyn y col., 1991; Starbuck y col., 1992; Niederhauser y col.,
1992; Wang y col., 1992),

Dado el conocimiento que se tiene actualmente sobre la estructura genética de
L. monocytogenes, ha sido posible que la mayoria de estas técnicas sean tan especificas
como para determinar la presencia de L. monocytogenes, diferenciandola, por tanto, de las
demas especies del género (Bessen y col., 1990; Golsteyn y col., 1991 y 1992; Holmstrom
y col., 1992; Starbuck y col., 1992, Niederhauser y col., 1992; Wang y col., 1992). Asi, la
mayoria de los autores que han disefiade métodes de deteccidn de L.monocytogenes en
alimentos por PCR se han basado en la amplificacion de fragmentos del gen de la
hemolisina y regiones diagndsticas del gen que codifica el ARN 168 (Bessen y col., 1990;
Golsteyn y col., 1991; Starbuck y col., 1992; Niederhauser y col., 1992; Wang y coi., 1992).

La sensibilidad de estas técnicas parece ser, en general, muy aita cuando se aplica
tras una fase de enriquecimiento de las muestras. Asi, Niederhauser y col. (1992) llegan
a detectar 10 L. monocytogenes/10g de diversos alimentos {carne, platos preparados,
marisco, queso de pasta blanda), mientras Golsteyn y col. (1991) sefalan la posibilidad de
detectar hasta 0,1 UFC de L. monocytogenes en 1ml § 1g de alimento (leche pasteurizada
y came picada).

Los inconvenientes de la aplicacién de la técnica de PCR a la deteccion de
L. monocytogenes en alimentos son fundamentaimente tres: en primer lugar, es una
técnica cara, ya que requiere disponer de un equipamiento y unos reactivos de elevado
coste; en segundo lugar, ei personal que realiza estas pruebas debe estar altamente
especializado, pues requiere un manejo muy cuidadosoc de las muestras para que el
resuitado sea fiable; y, por ultimo, es una técnica que detecta la presencia de ADN
especifico, sin diferenciar el ADN procedente de ias bacterias muertas.

1.D.2. Métodos micrabiolégicos cldsicos

A continuacién vamos a hacer un resumen de lo que, & lo largo del tiempo ha sido
la metodologia empleada tradicionaimente para la deteccién y el aislamiento de
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L. monocytogenes a partir de muestras en las que se hallaba presente otra flora
microbiana distinta del género Listeria, como es el caso de los alimentos. Hay que sefalar
que esta metodologia "tradicional" o “clasica" se sigue empleando actualmente en los
laboratorios de andlisis de alimentos ya que, por el momento, !as limitaciones de las
"nuevas técnicas" no pemiten su utilizacién como métodos de rutina en las industrias
alimentarias.

1.D.2.a. Técnicas de enriquecimiento

Hasta hace poco tiempo, cuando el desarrollo de los medios altamente selectivos
para Listeria ha permitido el aislamiento directo de estas bacterias a partir de muestras con
gran carga natural de microorganismos, era necesaria una fase previa de enriquecimiento
antes de pasar a su aislamiento sobre un medio sélido. La fase de enriquecimiento
se utilizaba para incrementar el nimero relativo de listerias de ia muestra, exponiendo ésta

‘a una serie de condiciones 0 agentes selectivos que impidieran el crecimiento de otros
microorganismos y permitiera el desarrollo de las listerias. Audn hoy en dia, debido al
escaso numero de listerias presentes en la mayoria de las muestras, y a pesar de la gran
selectividad de los medios para Listeria, se siguen empieando las técnicas de
enriquecimiento paralelamente al aislamiento directo.

I.D.2.a.1. Enriquecimiento en frio

Un método clasico para ei aisiamiento de microorganismos del género Listeria a
partir de cualquier tipo de muestras era el enriquecimiento en frio, que requeria la
incubacién de las muestras a 4°C en un medio no selectivo durante un periodo que variaba
desde unos dias hasta varias semanas (Gray y col., 1948). Esta técnica esta basada en
el caracter psicrotréfico de las listerias, que crecen a temperaturas de refrigeracion, a ia
vez que se impide el desarrolio de la mayoria del resto de los microorganismos de la
muestra. Su principal inconveniente es el largo tiempo que requiere ia incubacién de las
muestras, debiendo realizarse los cultivos en un medio sélido (selectivo 0 general) al
menos una vez a la semana. Esto es debido a que las listerias son bacterias de caracter
mesdofilo, por lo que su crecimiento a 4°C es lento {tiempo de generacién de 1,5 dias).
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Otros autores también se han basado en la capacidad de las listerias para
desarrollarse a temperaturas inferiores a la de la mayoria de los microorganismos
mesdfilos para desarrollar métodos de enriquecimiento para Listeria. Asi, Kampelmacher
y Van Noorie Jansen {(1969) emplearon el medio de transporte de Stuart y la incubacion
a 21°C durante 7 dias para el aisiamiento de Listeria a partir de muestas de leche.
Weishimer (1981) utilizd el mismo sistema como primera etapa de una téchica de
enriquecimiento en dos fases a partir de muestras tisulares de animales sospechosos de
haber padecido listeriosis, cuya segunda etapa consistia en una incubacién a 4°C hasta
6 meses en un caldo nutritivo (Tabla 1.4.).

1.D.2.a.2 Enriquecimiento selectivo

Para evitar el largo periodo de incubacion de las muestras que precisaba el
enriquecimiento en frio, las investigaciones de muchos autores se han dirigido hacia el
disefio de una sere de medios de enriquecimiento en cuya formulacién se incluyen
diversos agentes selectivos para Listenia. Estos medios han permitido que el tiempo de
incubacion de las muestras se reduzca considerablemente, siendo necesarnc en muchos
casos unicamente de 24 a 48 horas para obtener resultados positivos, aungue en el ¢aso
de resultar negativo el analisis, la mayoria de Jos autores recomiendan continuar fa
incubacién de la muestra al menos durante una semana.

Como agentes selectivos para la formulacion de estos medios de enriguecimiento
para Listeria se han empieado gran variedad de compuestos quimicos y antibidticos y, en
general, son basicamente los mismos que los utilizados en los medios de aislamiento
(Tabla 1.4).

El acido nalidixico ha sido el compuesto selectivo mas utilizado en gran namero
de formulaciones. Beerens y Tahon-Castel (1966) utilizaron por vez primera este producto
como agente selectivo para bacterias gram positivas (Listena, Streptococcus y
Erysipeiothrix), observando que 8l dcido nalidixico inhibia el crecimiento de la mayoria de
las bacterias gram negativas, asi como de muchos hongos. A partir de este dato, muchos
investigadores han empleado este producto en sus formulaciones, bien solo o0 en
combinacién con otros agentes selectivos. Entre los productos mas utilizados en unién al
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Tabla 1.4. Principales métodos de enriquecimiento para Listeria

AGENTES INCUBACION
MEDIO BASE SELECTIVOS (TEMP/TIEMPO) REFERENCIA
Caldo nutritive Ninguno 4'C / semanas o meses Gray y col.. 1948
Medio de fransporte de Ninguno 21'C /7 dfas Kampeimacher y

Stuarn

Caldo Todd-Hewitt

Medio de transporte de Stuart
Caldo triptosa fosfato

Caldo nutritivo
Caldo nutritivo + Tween 80

Caldo nutritive

Peptonas + Lab-Lemco

Caldo triplicaseina-soja

+ extracto de levadura

Caldo nutritivo + buffer MOPS
Caldo nutritive + tween 80

Peptonas + Lab-Lemco

Peptonas + Lab-Lemco
+ exiracto de levadura

Caldo triptosa + sangre

Caldo tripticaseina-soja
+ extracto de levadura

Peptonas + Lab-Lemco

Peptonas + extracto de levadura

Dicromato potdsico
Tridxido de cromo
Tionina

Acido nalidixico
Anfatericina B

Ninguno
Ninguno

Tiocianato potasico
+ Acido nalidixico

Tiocianato potasico

Acido nalidixico
Polimixina B
Azul tripan

Acido nalidixico

Tiocianato potdsico
+ Acido nalidixico

Tiocianate potdsico
Acido naligixico
Acriflavina

Actdo nalidixico
Acriflavina

Acido nalidixico
Acriflavina

Polimixina B
Acido nalidixico
Acriflavina

Acido nalidixico
Acriflavina
Ciciohaximida

Acido nalidixico
Acriflavina
Cloruro de litlo

Acriflavina
Polimixina 8
Ceftazidima
Cloruro de litio

30°C/ 24-48 horas

22°'C /7 dlas
4'C / 6 meses

4'C /7 dlas
37'C / siembra diaria

4'C / 4 dlas
37'C /48 horas

4°'C/ 24 horas
22'C /1 2-5 dfas

30'C /7 24-48 horas

4'C/7-28 dias
35'C /24 horas

37°'C/18-24 horas
37°C /24 horas

30°'C /24 horas

37°C/ 24 horas
Microaerobiosis

aG'C /7 dias

30°'C / 24 horas
35°'C 7 24 horas

30°C / 24-48 horas

Van Noorle Jansen. 1969

Mavrothalassitis, 1977

Waelshimer, 1981

Watkins y Sleath, 1981

Collins y Lyne, 1584

Dominguez y col., 1984

Lovett y col.. 1985

Hayes y col., 1986

Fenlon, 1986

Donneily y Baigent, 1986

Lee y McClain, 1986

Doyle y Schoeni, 1986

Lovetty col,. 1987

Fraser y Sperber, 1988

Van Netten y col., 1589




acido nalidixico se encuentra el tiocianato potdsico. Este fue empleado con éxito por
Watkins y Sleath (1981) en la segunda fase de su técnica de enriquecimiento en dos
etapas para el aislamientc de L. monocylogenes a partir de aguas residuales, y
posteriormente ha sido utilizado por otros autores (Tabla 1.4).

Otro compuestc selectivo utilizado a menudo, fundamentaimente en
combinacion con el acido nalidixico es la acriflavina. Esta tiene un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento de los cocos gram positivos, par lo que su empteo junto con un inhibidor de
las bacterias gram negativas, como es el acido nalidixico, ofrece unos resultados bastante
satisfactorios. Asi, han sido numerosos los investigadores que han empleado esta
combinacion en la formulacion de medios selectivos (tanto de enriquecimiento como de
aislamiento) para Listeria, bien como unicos agentes selectivos (Donnelly y Baigent, 1936;
Lee y McClain, 1986) o adicionando algun otro producto que potencia o completa su accién
selectiva (Doyle y Schoeni, 19886; Lovett y col., 1987; Fraser y Sperber, 1988).

Doyle y Schoeni (1986) afiadieron a la combinacidn dcido nalidixico- acriflavina la
polimixina B en a formulacion de su medio de enriquecimiento que, junto con la incubacion
en un ambiente de microaerobiosis (lo que dificulta el crecimiento de los
microorganismos aerobios estrictos), resulta bastante seiectivo para Listeria. Donnelly y
Baigent (1986) modificaron el medio que habian desarrollado Dominguez y col. (1984), que
incluia acido nalidixico, polimixina B y azul tripan como agentes selectivos, sustituyendo
el azul tripan por la acriflavina y eliminando la glucosa y el citrato amonico férrico; este
medio fue denomirado UVM. Posteriormente, Lee y McClain (1986) utilizaron el caldo UVM
como base de un protocolo de enriquecimiento en dos fases, en el que el segundo medio
contenia doble cantidad de acrifiavina que el primero. Sin embargo, Buchanan (1990)
senala la escasa eficacia de este método, debido a que es de esperar que los
microorganismos no deseables que crezcan en el primer medio creceran también en el
segundo y, por tanto, también en el medio de aislamiento que incorporase acriflavina
como agente selectivo, por 10 gque recomienda la utilizacion de diferentes agentes
selectivos en cada fase de enriquecimiento y aislamiento con el fin de optimizar el proceso
selectivo. En 1987, Lovett y col. desarrollaron el medio de enriquecimiento utilizado
oficialmente por la FDA: el medio LEB incorpora, ademas del acido nalidixico y la
acriflavina, un agente inhibidor del crecimiento de los hongos saprofitos, Ia cicloheximida.
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I.D.2.a.3. Medios diferenciales

Los primeros autores en incorporar agentes diferenciales a los medios de
enriquecimiento fueron Dominguez y col. (1984), cuyo medio de enriquecimiento incluia
dos agentes diferenciales: por una parte, el azul tripan (que a la vez actuaba como agente
selectivo) era reducido por las listerias presentes en la muestra, desapareciendo el color
azul del medio; ademas éste contenia esculina, que al ser hidrolizada por el
microorganismo, la esculetina resultante forma un precipitado negro al reaccionar con las
sales de hierro presentes en el medio. De esta forma, un aclaramientc del medio, junto con
la presencia de un precipitado negro en el medio de enriquecimiento inoculado con una
muestra, indicaban la posible presencia de listerias en la muestra, y por tanto sélo habia
que realizar la siembra en el medio de aislamiento a partir de estas muestras positivas.
Posteriormente han sido varios los autores que han empleado la esculina en Ia
formulacion de sus medios de enriquecimiento para Listeria (Lee y McClain, 1986;
Truscott y McNab, 1988).

Fraser y Spé:ber {1988) utilizaron un método de enriquecimiento en dos fases,
que denominaron FEB, en el que tras un enriguecimiento inicial de 24 horas en UVM se
transferian las muestras a un caldo UVM modificado que incluia cloruro de litio (que facilita
ta inhibicion del crecimiento de enterococos) y citrato amoénico férrico. Las muestras se
incubaban en este caldoc durante 24 horas y se observaba la presencia del precipitado
negro indicativo de la utilizacion de la esculina. Estos autores indicaron que con esta
técnica no aparecian falsos negativos cuando se empieaba para el analisis de gran numero
de muestras de productos lacteos y muestras ambientales.

I.D.2.b. Métodos de aislamiento

Hasta hace relativamente poco tiempo, el aisiamiento era la segunda fase del
analisis microbioldgico, inmediatamente después del proceso de enriquecimiento. Asi, una
vez incrementada la cantidad relativa de listerias presentes en la muestra, se procedia a
la siembra a partir del caldo de enriquecimiento en un medio de aislamiento selectivo.
Como se ha mencionado antes, y debido a la gran selectividad de los medios de cultivo
para Listeria disefiados en los ultimos afics, actualmente es posible el aislamiento directo
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de listerias a partir de muestras con gran carga de microflora natural aunque, debido al
escaso numero de listerias en la mayoria de las muestras, se sigue empleando et
enriquecimiento en paralelo con el aislamiento directo.

1.D.2.b.1. Medios selectivos

Desde los primeros intentos por desarroliar un medio de cultivo selectivo que
pemitiera e! aislamientc de las listerias presentes en una muestra contaminada
naturalmente por otro tipo de microorganismos, han sido muchgs.los investigadores que
se han centrado en este tema y, por tanto, se han desarroltado numerosos medios (Tabla
|.5). La mayoria de ellos, sin embargo, presentan cierto grado de inhibicién para las
listerias y permiten el crecimiento de algun otro tipo de microorganismos, aunque los
medios disefiados en los Ultimos afios muestran una alta selectividad a la vez que una
escasa inhibicion sobre el crecimiento de Listeria.

Un medio que ha servido como base para gran numero de formulaciones ha sido
‘el MLA (McBride y Girard, 1960). Este medio incorporaba feniletanol, cloruro de litio (que
inhiben el crecimiento de las bacterias gram negativas, pero permiten el crecimiento de
estafilococos y estreptococos) y glicina como agentes selectivos, y sangre de carnero para
diferenciar las colonias hemoliticas. Por otra parte, Leighton (1979) cbservé que el cloruro
de litio tenia un cierto efecto inhibitorio sobre el crecimiento de L. monocytogenes, y Lee
y McClain (1986} vieron que lo mismo sucedia con la glicina. Ademas, Smith y Archer
(1988) observaron que el feniletanol parece inhibir la reparacion de las células bacteranas
danadas subletaimente por el calor.

Lee y McClain (1986) combinaron las mejores caracteristicas del MLA vy el
medio de Baird-Parker para crear el medio LPM. Este medio es muy similar en su
composicion al MLA, excepto que nc lieva sangre, incrementa la proporcion de cloruro de
litio y sustituye la glicina por glicina anhidrida. Curiosamente, el emplec de la glicina
anhidrida en el iugar de la glicina fue mencionado por primera vez por Beams y Girard
(1959) antes de ia publicacion del trabajo de McBride y Girard {1960), senalando que la
glicina anhidrida mejoraba la selectividad del medic a la vez que resultaba menos
inhibitoria para las listerias. Ademas, el medio LPM lleva un antibidtico B-lactamico, el
moxalactamo amonico, que mejora bastante su selectividad. A pesar de que algunos
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TABLA 1.5. PRINCIPALES MEDIOS SELECTIVOS PARA Listeria

MEDIO BASE

AGENTES SELECTIVOS

REFERENCIA

Agar sangre de carnero

Feniletanol agar

Agar extracto de carne

Agar sangre de caballo
Agar sangre de carnaro

Feptona, extracto de
levadura, suero boving

Agar triptosa + dextrosa

Agar ftripticaseina-soja

BHF o Agar Columbia +
eritrocitos de carnaro

Pepionas + sangre de carnero

Agar sangre

Fentietancl agar

Feniletanol agar

Feniletanol agar

Agar ftripticaseina-soja

BHI + paptonas

Agar Columbia

Agar Coiumbia

BHI agar

Columbia agar base

Guarnoturacina
Teturito potdsico

Cloruro de litio
Glicina

Talurito potdsico
Cloramfenicol

Acido nalidixico
Acetato de talio

Acido nalidixico
Acriflavina

Acido nalidixico
Acriflavina

Acide nalidixico
Pironina
Gallocianina

Acido nalidixico
Acriflavina

Acido nalidixico
Acritlavina

Acido nalidixico
Acritlavina

Cloruro de litio
Glicina anhidrida
Moxalactamo aménico

Cloruro de litio
Qlicina

Acido nalidixico
Moxalactamo amdnico
Bacitracina

Telurito potdsico

Cloruro de litio
Glicina anhidrida

Acritlavina
Caftazidima

Acido nalidixico
Acriflavina
Polimixina B
Azul de metileno

Cloruro de litio
Polimixina B
Ceftazidima
Acrittavina

Clorure de litio
Fostomicina
Acrifiavina
Catotatan
Golistina sulfato
Ciclohaximida

Cloruro de litio
Ceflaxidima
Acrillavina
Palimixina B
Telurito potésico

Cloruro de litio
Coliatina sulfate
Moxalactamo aménico

Shimizu y col., 1954

McBride y Girard, 1960

Kampelmacher y Van Noorle
Jansen, 1961

Beerans y Tahon-Caglei, 1966

Kramer y Jones, 1969

Ralovich y col.. 1971

Ortel, 1872

Navrothalassilis, 1977

Skalka y Smola, 1983

Dominguez y coi.. 1984

Fenlon, 1985

Les y McGlain, 1986

Buchanan y col., 1987

Lovett y col., 1987

Bannerman y Bille, 1988

Van Netten y col., 1989

Golden y col., 1988

Curtis y col., 1989

Blanco y coi.. 1969

McClain y Lee, 1989




autores encuentran este medio algo mas inhibitorio para las listerias que el MLA
(Swaminathan y col., 1988), los resultados obtenidos con él son en conjunto mejores, y es
el medio que utiliza actualmente el USDA (United States Department of Agriculture) para
la deteccion de L. monocytogenes.

En 1987, Lovett y col. modificaron el MLA mediante la eliminacion de la sangre, la
adicion de cicloheximida para eliminar el crecimiento fungico, y la sustitucién de la glicina
por glicina anhidrida. El medio resuitante, MMA (McBride Modified Agar), es el que emplea
actuaimente la FDA (United States Food and Drug Administration). Buchanan y col.
(1987), a su vez, modificaron el MMA mediante la adicién de 4cido nalidixico, moxalactamo
y bacitracina. Este medio, conocido como ARS-MMA presentaba un mejor componamiento
que los anteriores medios de su mismo tipo; sin embargo, estudios realizados por Cassiday
y Brackett (1989) revelaron que el ARS-MMA no recuperaba bien las células de
L. monocytogenes inoculada en ciertos alimentos (leche pasterizada, helado, col y cierto
tipo de quesos), principalmente si las bacterias habian sido dafiadas previamente por
algun tratamiento del alimento.

Muchos autores han incorporado alos medios de aislamiento para Listeria acido
nalidixico y/o acriflavina como agentes selectivos, sclos 0 en combinacién con otros
agentes que incrementan la selectividad (Tabla 2). Beerens y Tahon-Castel (1966) fueron
los primeros autores en recomendar la utilizacion del 4cido nalidixico en un medio de
aislamiento selectivo para Listeria. Posteriormente, Kramer y Jones (1969) lo combinaron
con acetato de talio, sefialando el efecto inhibitoio de esta combinacion sobre el
crecimiento de las bacterias gram negativas y los hongos. Mavrothalassitis (1977)
desarrollé un medio de aislamiento que incorporaba acido nalidixico, gallocianina y pironina
como agentes selectivos. Mas recientemente, Buchanan y col. (1987) encontraron que la
combinacién del &cido nalidixico con moxalactamo aménico y bacitracina inhibia gran parte
de la fiora contaminante de los alimentos. Sin embargo, y al igual que ocurria con los
medios de enrguecimiento, la combinacién mas empleada ha sido la del acido nalidixico
como inhibidor de bacterias gram negativas con la acriflavina como inhibidora de cocos
gram positivos.

Entre los diversos antibiGticos empleados en los Glitimos anos en la formulacién de
medios selectivos para Listeria figuran dos cefalosporinas: el moxalactamo amdnico (L.ee
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y McClain, 1986; Buchanan y col., 1987; McClain y Lee, 1989) y la ceftazidima (Bannermman
y Bille, 1988; Van Netten y col., 1989; Blanco y col., 1989; Lachica, 1990). L.a combinacion
de estos antibiticos con otros agentes selectivos (acriflavina, bacitracina, colistina sulfato,
fosfomicina, polimixina B, cloruro de litio, telurito potasico, glicina) han mejorado
notablemente la selectividad de los medios de cultivo para Listena.

1.D.2.b.2. Diferenciacidn de las colonias de Listeria. Técnica de Henry

La identificacion de las colonias de Listeria segun ia técnica descrita por Henry en
1933 y recomendada por Gray y col. (1950) se basa en ef color azul grisaceo que
muestran cuando las placas se iluminan con luz reflejada oblicua. Este método se ha
utilizado con gran numero de medios de cuitivo para diferenciar las colonias de Listeria de
las formadas por otros microorganismaos (Ralovich y col., 1971, Mavrothalassitis, 1977',
Martin y col., 1984, Lee y McClain, 1986, Lovett y col., 1987). Sin embargo, el principal
inconveniente de esta técnica es que el medio de cultivo ha de ser fransparente, por lo que
no puede incorporar productos selectivos (acriflavina, colorantes) o diferenciates (citrato
amonico férrico, sangre) que le proporcionen algun tipo de color. Ademas, Hao y col.
(1987) han sefnalado que este método no era valido para detectar la presencia de Listeria
a partir de algunos alimentos, como la col, debido a que algunos de los microorganismos
naturales de este alimento forman colonias de un color similar a las de Listeria.

1.0.2.b.3. Medios selectivos diferenciales

A pesar de que la técnica de MHenry se ha venido utilizando comunmente para la
diferenciacion de las colonias de Listeria, esta técnica tiende a la subjetividad y no es util
para el andlisis cuantitativo. Por este motivo, diversos investigadores han trabajado en
el desarrollo de medios de aistamiento que se basen en otros criterios de diferenciacion.

Gray y col. (1950) emplearon el telurito potasico como agente selectivo y diferencial
para Listeria, ya que inhibia el crecimiento de las bacterias gram negativas permitiendo,
no obstante, el de las bacterias gram positivas. Las colonias de Listeria se distinguian por
sus centros negros (debido a la reduccion del telurito) y bordes de color azul-verdoso
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caracteristico cuando se observaban segun la técnica de Henry {1933), con lo que la
diferenciacion presuntiva de Listeria resultaba relativamente facil si el nimero relativo de
microorganismos competidores era bajo. A pesar de que algunos autores sefialan que el
telurito potasico puede ejercer algun efecto inhibitorio sobre el crecimiento de algunas
cepas de Listeria (Seeliger, 1961), asi como sobre la reparacion de células dafiadas
subletaimente por el calor (Smith y Archer, 1988), ha sido utilizado como agente selectivo
y diferencial posteriormente en varias formulaciones, tanto solo como en combinacion
con otros inhibidores (Shimizu y col., 1954; Kampeimacher y Van Noorle Jansen, 1961;
Buchanan y col., 1987, Blanco y col., 1989).

Dominguez y col. (1984) utilizaron la cabacidad de las listerias para hidrolizar ia
esculina en un medio cuyos agentes selectivos eran el acido nalidixico y la acriflavina
(LSAM), Las colonias de Listeria podian ser diferenciadas con relativa facilidad del
resto de los contaminantes gracias al oscurecimiento de! medio que se producia alrededor
de las colonias al hidrolizar la esculina en presencia de citrato aménico férrico. Esta
prueba ha sido empleada postericrmente en la formulacion de diversos medios selectivos

‘para Listena, principaimente en los desarrollados dltimamente (Van Netten y col., 1989,
Curtis y col., 1989; McClain y Lee, 1989). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
capacidad para hidrolizar la esculina no es una caracteristica especifica del género Listena,
ya que existen otras bacterias que poseen este caracter, (p.e. algunos enterococos). Por
ello, y a pesar de la gran selectividad de los medios desarrollados en los ultimos anos, no
se puede afirmar que todas las colonias esculina-positivas presentes en un medio
selectivo pertenezcan al genero Listeria. Ei medio de Dominguez y col. (1984) ha sido
posteriormente mejorado (LSAMm) mediante la incorporacion en su formula de nuevos
agentes selectivos e indicadores (polimixina B, ceftazidima, telurito potasico), que
aumentan tanto su selectividad como su facilidad para identificar tas posibles colonias de
listerias que en él crezcan (Blanco y col., 1989).

McDonald y col. {1988), estudiando el aislamiento de L. monocytogenes a partir de
quesos fermentados, modificaron el pH del medio MMA y le incorporaron lactosa mas azul
de bromotimoi como indicador de pH. De este modo, las colonias de Listeria
(lactosa-negativo) aparecian en el medio de un color azui-verdoso, mientras que lias
colonias de los enterococos lactosa-positivo eran de color amarilio-naranja. Sin embargo,
esta diferenciacion no parece ser muy efectiva, ya que en la dltima edicion det Manual
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Bergey, Seeliger y Jones indican que algunas cepas de Listeria pueden utilizar 1a lactosa.

El medio de cuitivo disefiado por Van Netteny col. (1989) (PALCAM) contiene como
agentes diferenciates ademds de la combinacién esculina/citrato aménico férrico, otro
hidrato de carbono, el manitol, junto con et rojo fenol como indicador de pH. Esta
formulacion se basa en que todas las especies del género Listeria son manitol-negativo,
mientras que la mayoria de los enterococos son manitol-positivo. De esta forma, sobre el
medio de color rojo, las colonias de Listeria aparecen rodeadas por un halo oscuro
{reaccidn positiva a al esculina), mientras alrededor de las colonias de los enterococos el
color del medio se torna amarillo {manitol-positivc). Estos autores sefialan que esta
diferenciacion es efectiva siempre gue !as colonias de bacterias manitol-positivo no sean
tan numerosas que enmascaren las manitol-negativo.

I.D.2.c. Diferenciacién de las especies de Listeria por su capacidad hemolitica

Con el fin de diferenciar las colonias de listerias hemoliticas de las no hemoliticas,
muchos de los medios para Listeria lievan en su composicién sangre o eritrocitos de
camero o caballo (Tabla 1.5). Es importante determinar el caracter hemolitico de las
listerias halladas en una muestra para establecer correctamente su papel en la
epidemiologia de ia listeriosis, ya que unicamente las listerias hemoliticas son
consideradas patdgenas (como se ha indicado en el apartado 1.A.3. De las especies
incluidas en el género Listeria, s6lo dos son patégenas para el hombre y los animales:
L. monocytogenes y L. ivanovii. L. seeligeri, aunque es débilmente hemolitica, es
considerada no patégena, y el resto de las especies son no hemoliticas y, por tanto, no
patdgenas. Por otro lado, las especies aisiadas con mayor frecuencia a partir de los
alimentos son L. monocytogenesy L. innocua, que se pueden diferenciar facilmente ya
que, como 8® ha mencionado antes, la primera es hemclitica. Asi, cabe decir que
L. monocytogenes es la principal especie patégena aislada de los alimentos destinados
al consumo tanto humano como animal.

Sin embargo, la intemretacién de la hemdlisis de las colonias de Listeria en agar

sangre es dificultosa; por ejemplo, en el caso de L. monocytogenes, la hemdlisis que
produce es de intensidad variable dependiendo del origen de la sangre, de la cepa, e
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incluso de si ésta ha sido sometida a condiciones estresantes que puedan afectar a su
capacidad hemolitica (Skalka y col., 1982). Asi, algunas cepas producen halos de hemdlisis
muy discretos que pueden pasar desapercibidos o ser confundidos con los producidos
por L. seeligeri. Ademas, hay que tener en cuenta que en un medio selectivo, los agentes
inhibidores que contiene también pueden afectar al efecto hemolitico producido por una
misma cepa, bien disminuyéndolo, o bien potencidndolo (Femandez-Garayzabal y col.,
1992b). Por otro lado, cepas de L. innocua pueden mostrar falsas hemdlisis positivas
cuando crecen en agar sangre c¢on glucosa (Skalka y col., 1983).

Con el fin de diferenciar mejor ta capacidad hemolitica de las distintas especies de
Listeria, Skalka y Smola (1983) incorporaron a un medio seiectivo, cuya base contenia
eritrocitos de camero, un sobrenadante de! cultivo de Rhodococcus equi, que incrementaba
especiticamente la actividad hemolitica de L. ivanovii y que elios seialaron que también
incrementaba la deteccion de cepas de L. monocytogenes poco hemoliticas.

L.a mayoria de los investigadores que estudian este tema han comprobado que la
incorporacion de la sangre al medio selectivo no proporciona excesivas ventajas sobre los
medios carentes de sangre, por 10 que los medios selectivos desarrollados en los ultimos
afios no llevan sangre en su férmula. Cuando se empiean estos medios, la identificacién
de las listerias hemoliticas/ patégenas se realiza resembrando en agar sangre un
determinado numero de colonias que presenten en el medio la morfologia tipica de Listena.
Este sistema, sin embargo, presenta dos inconvenientes: por una parte, la dificultad de la
interpretacion de la hemdlisis de Listeria en agar sangre, y por otra la posibilidad de que
la presencia de un escaso numero de listerias hemoliticas queden enmascaradas en una
muestra altamente contaminada por listerias no hemoliticas, donde s6io un escaso nimero
de colonias se reSiembran para su posterior identificacion.

Con el fin de evitar estos inconvenientes, Dominguez y col. (1990) han desarrollado
una técnica bifasica para la deteccién de listerias hemoliticas directamente sobre un medio
selectivo. Este método consiste en {a adicion, directamente sobre el medio selectivo
donde existan colonias sospechosas de ser Listenia, de una capa de agar-entrocitos de
camero, la cual proporciona la informacion sobre la capacidad hemolitica de las colonias
sospechosas previamente enumeradas. El empleo de esta técnica, en combinacion con un
medio altamente selectivo como es el LSAMm (Blanco y col, 1989), pemnite la
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enumeracion especifica de listerias hemoliticas/patégenas a partir de muestras
altamente contaminadas por otros microorganismos, aunque el numero de listerias
hemotiticas sea muy reducido.

1.D.2.d. Técnicas de enumeracion

La determinacion det numero de listerias presentes en una muestra es importante
por dos motivos fundamentales: ademas de indicar su grado de contaminacion por estas
bacterias, en ei caso de los alimentos (tanto los destinados al consumo humano coma
animal), cobra mayor relevancia, ya que, como hemos comentado anteriormente (apartado
1), el desencadenamiento de un caso clinico depende del estado del hospedador y de la
dosis de listerias patdégenas. Por tanto, dependiendo de la poblacién a que vaya destinada
un alimento, podran ser permisibles unos niveles u otros de contaminacién de los alimentos
por L. monocytogenes (Esquema 1.1).

En este sentido, Watkins y Sleath (1981) emplearon una técnica del Numero Mas
Probable (NMP) con un caldo y un medio de cuitivo selectivos para la enumeracion de
L. monocytogenes a partir de muestras de aguas residuales y agua de rio, y Fenion (1986)
también utilizé un método similar para la enumeracién de listerias a partir de un ensilado
implicado en un brote de listeriosis en ganado ovino. Estos métodos, aunque de facil
realizacion, sin embargo son laboriosos y requieren cierto tiempo de incubacion de las
muestras.

El sistema mas empleado, fundamentaimente en {os dltimos afios, en que el
desarrolio de los medios selectivos para Listeria ha experimentado una gran mejora, es ia
siembra directa a partir de diluciones decimales de la muestra sobre un medio selectivo.
Mediante este método, y debido a la gran selectividad de los medios formulados
ultimamente, es posible efectuar la enumeracion de las listerias presentes en una muestra
altamente contaminada con otros microorganismos incluso aunque el numero de listerias
sea escaso.
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I.D.2.e. Deteccién de L. monocytogenes dafiada subletaimente por congelacion

En general, han sido muchas las técnicas desarrolladas para incrementar ia
reparacion de las bacterias tras su congelacion (Ray, 1986; van Schothorst, 1976; Oscroft
y col., 1987). Sin embargo, no hay un acuerdo sobre las condiciones éptimas para
recuperar determinados microorganismos en estas condiciones, habiéndose empleado con
cierto éxito tanto medios ricos como medios minimos (van Schothorst, 1976).

En el caso de L. monocytogenes, hay que decir que no han sido muchos los
investigadores que se hayan propuesto disefar un método adecuado para la recuperacion
de las células de L. monocytogenes lesionadas por congelacion, debido fundamentaimente
a la dificuitad que ha existido hasta hace pocos anos para detectar incluso
L. monocytogenes no dafada, y a que ta mayoria de los estudios sobre L. monocytogenes
lesionadas se han realizado con bacterias a las que se aplicd un tratamiento térmico
subletal.

Se ha evaluado el comportamiento de algunas técnicas de enriquecimiento para la
recuperacion de L. monocytogenes tras un proceso de congelacion / descongelacion,
empleando diversos alimentos naturaimente contaminados o© inoculados con
L. monocytogenes {Noah y col., 1991; Lovett y col., 1991; Walker y col., 1991; Warburton
y col., 1992). Los medios de enriquecimiento empleados en estos estudios han sido
fundamentaimente el LEB de la FDA {Lovett y col., 1987) y el UVM de ia USDA (Donnelty
y Baigent, 1986), sedalando en un amplio estudio comparativo de los dos medios que
ambos mostraron similar capacidad para la deteccion de L. monocytogenes lesionadas
subletaimente tanto por congelacién como por calor {Warburton y col., 1992).

Otros autores sefialan, por el contrario, la necesidad de una primera incubacién en
un medio no selectivo que permita la recuperacion de las células lesionadas, seguida de
un proceso de enriquecimiento selectivo (Varabioff, 1990; McCarthy y col., 1990; Budu-
Amoako y col., 1992; Martin y Katz, 1993; Yu y Fung, 1993). Asi, se ha empleado el
enriquecimiento en frio de las muestras en un caldo nutritivo COMo una primera etapa de
enriquecimiento en dos pasos, consistiendo el sequndo de ellos en la incubacién a 30°C
en caldo selectivo (LEB o0 UVM) (Varabiof, 1990; McCarthy y col., 1990). Estos métodos,
aunque son eficaces, presentan el inconveniente de que requieren mayor liempo de
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incubacion (de 3 a 7 dias). Son, por tanto, mas efectivas las técnicas que emplean la
incubacién a una temperatura 6ptima para el crecimiento de L. monocytogenes (35°C) en
un caldo no selectivo durante el tiempo necesario para la recuperacién de las células
danadas (4-6 horas), afadiendo después a este mismo caldo los agentes selectivos
empleados habitualmente (acido nalidixico, acriflavina, etc.) (Martin y Katz, 1993; Budu-
Amoako y col., 1992).
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Las epidemias de listeriosis ocasionadas 6or el consumo de alimentos han
incrementado el estudio de la incidencia de L. monocytogenes en diversos tipos de
alimentos, entre ellos, los alimentos precocinados. La presencia de L. monocytogenes en
este tipo de productos podria ser el resultado de temperaturas inadecuadas de cocinado,
practicas de manipulacién deficientes, o la recontaminacion tras el cocinado antes del
envasado de los productos.

Por otro lado, se sabe que L. monocytogenes es capaz de crecer en una gran
cantidad de productos precocinados durante su almacenamiento en refrigeracién, por o
que el interés de la industria alimentaria se dirige actualmente hacia el estudio de la
capacidad de las células de Listeria dafiadas subletalmente para repararse a temperaturas
de refrigeracién. En este sentido, todavia no se conoce exactamente el peligro que puede
representar la presencia de bajas cantidades de L. monocytogenes danadas subletalmente,
pero viables, en alimentos precocinados. Estos productos podrian contener una cantidad
de L. monocytogenes inferior al limite de deteccion de los métodos empleados
actuaimente.

A este respecto, hay que sefialar que los procedimientos que emplean medios de
enriquecimiento y aislamiento altamente selectivos para facilitar el crecimiento de Listeria
entre otros microorganismos, no parecen ser utiles para la recuperacion de las listerias
dafiadas subletalmente que podrian estar presentes en este tipo de alimentos, siendo la
deteccién de estas bacterias esencial para asegurar ia salud de los consumidores.

Teniendo en cuenta estos factores, los principales objetivos a la hora de plantear
nuestro trabajo dentro de Ja linea de investigacién sobre Listeria que se lleva a cabo en

nuestro Departamento, han sido los siguientes:

12.- Estudiar aigunos de los factores que pueden influir en la viabilidad y e! dafio subletal
celular en L. monocytogenes sometida a un tratamiento de congelacién/descongelacion.

22.- Definir la utilidad de los medios selectivos de aislamiento para Listeria disenados en
los titimos afios para la recuperacion de listerias dafiadas subletalmente por efecto de la
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congelacion.

32.- Disefiar un medio liquido en el que las listerias dafiadas subletaimente por congelacion
presentes en una muestra pudieran experimentar una reparacion, siendo entonces capaces
de crecer en un medio de aislamiento selectivo.

2.- Comprobar la efectividad del medio de reparacion disefado junto con el medio de

aislamiento LSAMm, para la deteccion de Listeria spp. y L. monocytogenes a partir de
alimentos congelados naturalmente contaminados con listerias.
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ilLA. CEPAS DE Listeria

Las cepas de Listeria que hemos empleado en las distintas partes de nuestra
investigacion se reflejan en la Tabla Iil.1. Todas ellas se conservaban en un medio
crioprotector a -20°C.

Tabla lIl.1. Cepas de Listeria

Especie Cepa Serotipo Origen
L. monocytogenes NCTC 7973 1/2a Coleccion
L. monocytogenes Scott A 4b Caso clinico
L. monocytogenes P3 4b "
L monocytogenes P 14b 4b "
L. monocytogenes C1 1/2¢ Came
L. innocua ATCC 33080 6a Coleccion

llILA.1. Preparacion de las suspensiones de Listeria

Cada una de las cepas fue descongelada y cultivada en Agar Columbia-sangre
(CAS, BioMérieux) (35°C, 24 horas) para comprobar |a ausencia de contaminacion por
otros microorganismos. A partir del crecimiento en CAS se procedié a cultivar cada una de
ias cepas en caldo infusién de cerebro y corazén (BHI, Difco) en agitacion (35°C, 24 horas,
150 rp.m.). Una vez crecidas se centrifugaron dos veces (800 x g, 15 minutos),
realizandose los lavados con tampén fosfato salino 0,1 My pH 7,0 (PBS) con el fin de
eliminar el medio de cultivo.

Tras la segunda centrifugacion, las células bacterianas se resuspendieron en PBS
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hasta obtener una concentracion de aproximadamente 10° - 10'° bacterias/ml, lo cual se
comprobé mediante la realizacion dei primer recuento (R-1): a partir de cada suspensidn
de las diferentes cepas de Listeria se realizaron diluciones decimales en PBS que se
sembraron por duplicado (0,1 ml) en BHI agar (BHIA, Difco), el mismo medio suplementado
con cloruro sodico al 6% (BHIA-S) y y el medio selectivo para Listeria LSAMm (Blanco y
col., 1989). Tras la incubacion (35°C, 48 horas) se efectud el recuento de las colonias,
comprobando la concentracién de la suspension de cada cepa. Todos los recuentos de las
experiencias sucesivas se electuaron de esta misma manera.

Cada una de las suspensiones de Listena se distribuyo en tubos estériles de
poliestirenc de 3 ml de capacidad, que fueron aimacenados a -80°C hasta su utilizacion
{como maximo 2 meses).

En el momento de su empleo, se descongelaban Ios tubos necesarios bajo el grifo
de agua corriente por un tiempo de aproximadamente 3 minutos y se efectuaba un
segundo recuento (R-2). Este se realizaba siguiendo la misma metodologia que el R-1, y
su finalidad era comprobar que las células bacterianas no habian experimentado ningun
cambio durante su almacenamiento.

i.B. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CONGELACION/
DESCONGELACION DE UNA SUSPENSION DE LISTERIAS

Nuestro primer objetivo fue determinar cudles iban a ser las condiciones de
congelacion/ descongelacién de las suspensiones de Listeria que ibamos a emplear, de
manera que en las sucesivas experiencias trabajaramos de la manera mas homogénea
posible. Para ello fijamos tres pardmetros: a) |a temperatura de congelacion (-20°C); b)
el volumen de las supensiones de Listerna (2 ml en tubos de poliestireno de 3 ml de
capacidad); y c) el método de descongelacién (bajo un grifo de agua corriente durante
aproximadamente 3 minutos). De esta forma quedaban sin determinar el tiempo de
almacenamiento en congelacion, et nimerc de congelaciones / descongelaciones y la
concentracion de bacterias de la suspension.
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IN.B.1. Determinacioén del tiempo de aimacenamiento en congelaciéon y nimero de
ciclos de congelacién/descongelacion o

Para averiguar los efectos de distintos tiempos de almacenamiento en congelacion,
asi como los de la aplicacidn de varios ciclos de congelacion/descongelacion sucesivas
sobre la viabilidad de las suspensiones de Listena, procedimos a descongelar dos tubos
de L. monocytogenes NCTC 7973 aimacenados a -80°C (aproximadamente 10'° UFC/ml).
Uno de estos tubos se mantuve a -20°C durante 7 dias, mientras el otro se descongeld los
dias 1, 2 y 3. Tras cada una de las descongelaciones de ambos tubos se efectuaron las
siembras a partir de las diluciones decimales adecuadas en BHIA, BHIA-S y LSAMm.

Las condiciones optimas respecto al tiempo y numero de descongelaciones, segun
nuestros objetivos (conseguir el mayor porcentaje de bacterias lesionadas en el menor
tiempo posible), correspondieron a una descongelacion a las 24 horas, por [0 que
decidimos seguir esta pauta en €l resto de fas experiencias.

.B.2. Determinacién de la concentracion optima de listerias en la suspension
congelada

A partir de varias suspensiones de L. monocytogenes NCTC 7973 y Scott A
(10° UFC/ml) se realizaron diluciones decimales en PBS hasta una concentracién final de
10* UFC/mi. A partir de cada una de las diluciones se tomaron 2 ml que fueron congelados
y descongelados segun hemos descrito anteriormente (-20°C, 24 horas), efectuandose a
continuacidn ios recuentos en BHIA, BHIA-S y LSAMm, Las experiencias se agruparon en
funcion de la concentracion inicial en la suspension de listerias, estableciendo tres niveles:
concentracion alta (10%10' UFC/ml), media (10°-10® UFC/mI) y baja (10*-10% UFC/mi).

Los resultados mas adecuados para nuestras experiencias se obtuvieron a partir
de los recuentos tras descongelar la suspension con mayor concentracion de listerias, por
lo que decidimos mantener esta concentracion en las sucesivas experiencias (entre 10°

y 10" UFC/mi).

En el Esquema lil.1 se representa la metodologia empleada para la obtencion de

50



ESQUEMA Ill.1. PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES DE
LISTERIAS CONGELADAS (SLC)
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las suspensiones de listerias de las que partiriamos para nuestros estudios posteriores. El
proceso seguido fue el mismo con todas las cepas y en todos los casos hasta efectuar el
R-3, por lo que obviaremos todos estos pasos al describir el resto de las experiencias,
refiréndonos a la suspensién de listerias que ha sufrido este proceso como “suspension
de listerias congeladas" (SLC).

HI.B.3. Determinacion del porcentaje de listerias dafiadas subletalmente tras un
tratamiento de congelacion / descongelacién

En una suspension de listerias que ha sido sometida a un tratamiento como es la
congelacion, al cesar este encontraremos tres tipos de pobtaciones: listerias muertas,
listerias dafiadas subletalmente (LD), y listerias no lesionadas (LS), siendo la totalidad de
listerias viables la suma de LD+LS. Para diferenciar los distintos porcentajes de cada
poblacion presentes en una suspension se efectuaba el recuentoc sobre tres medios
sdlidos: BHIA (donde crecen todas las bacterias viables), BHIA-S y LSAMm (en estos dos
medios s6lo crecen las bacterias no lesionadas). El porcentaje de LD de una suspension
se determinaba segun la férmula siguiente:

LD (%) = (1 _. Recuentos en BHIA-S o LSAMmM ) x 100

Recuentos en BHIA

Ii.C. EFICACIA DE DISTINTOS MEDIOS SELECTIVOS PARA EL AISLAMIENTO
DIRECTO DE Listeria TRAS SU CONGELACION

£l objelivo de esta experiencia fue comprobar la capacidad de cuatro de ios medios
selectivos mas empleados para la deteccién de Listeria para la recuperacion de listerias
que habian sufride un procesc de congelacion, sin un proceso de reparacion previo.
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Las cepas utilizadas fueron: L. monocytogenes NCTC 7973, Scott A y P3, y
L. innocua ATCC 33090, y los medios selectivos para Listera utilizados fueron LSAMm,
LPM (Lee y McClain, 1986), PALCAM (Van Netten y cof., 1989) y OXFORD (Curtis y col.,
1989). Como controles se emplearon 8HIA y BHIA-S.

La metodologia en cuanto a la preparacion de las suspensiones de listerias
congeladas se realizé como hemos descrito anteriormente (Esquema I11.1). En estas
experiencias, la concentracion inicial de listerias en la suspensién fue entre 15° y
10® UFC/mt, efectuandose los recuentos R-2 y R-3 en todos los medios de cultivo
anteriormente sefalados. Los porcentajes de LD en las distintas SLC se determinaron
segun la férmula descrita en el apartado i11.B.3.

I1.D. REPARACION DE LISTERIAS DANADAS SUBLETALMENTE POR CONGELACION
EN BHI

En experiencias previas estudiamos la posibilidad de disefiar un medio minimo
liguido a parir de componentes simples (vitaminas, fosfolipidos, azucares, etc.) para ia
reparacion de las listerias viables pero dafiadas tras un proceso de congelacion. Sin
embargo, los resultados de estas experiencias no fueron mejores que los obtenidos con
el medio que empleamos como referencia (BHI), por lo que pensamos que no existia
justificacion para la formulacién de un medio mas complicado.

Por este motivo decidimos comprobar la eficacia del BHI para la reparacién de
listerias que habian sufrido un tratamiento de congelacion.

Las cepas empleadas en este estudio fueron L. monocytogenes NCTC 7973,
Scott Ay P3, y L. innocua ATCC 33090.

El proceso de reparacién consistié en la inoculacién de 0,5 mi de varias diluciones
realizadas a partir de una SLC de cada cepa en 50 ml de BHI. Los matraces con el caido
inoculado se mantuvieron a 30°C durante 24 horas en agitacion (150 r.p.m.}, efectuandose
los recuentos de listerias a las horas 0, 2, 4, 6, 8 y 12 en los medios BHIA, BHIA-S y
LSAMmM.
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lILE. INFLUENCIA DEL CLORURO DE LITIO (CL) EN LA REPARACION Y EL
CRECIMIENTO DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION

El cloruro de litio (CL) es uno de los agentes selectivos mds empleado en la
formulacién de los medios para Listeria, tanto en caidos de enriquecimiento como en
medios sdlidos de aislamiento (Tablas 1.4 y 1.5). Con el fin de comprobar la influencia que
pudiera tener este agente selectivo sobre la reparacion y el crecimiento de las listenas tras
su congelacion, procedimos a realizar diversas experiencias, que pasamos a describir a
continuacion.

l.E.1. Efecto del CL sobre el crecimiento de la microflora presente habituaimente en
los alimentos

Antes de comprobar la influencia del CL sobre la recuperacion de
L. monocytogenes, procedimos a estudiar su efecto inhibitorio sobre ei crecimiento de los
microorganismos presentes en los alimentos donde mas frecuentemente se ha aislado
L. monocytogenes. Para ello preparamos un homogeneizado de alimentos que
empleariamos en sucesivas experiencias.

IIL.E.1.a. Preparacion de! homogeneizado de alimentos (HA)

Se emplearon tres tipos de alimentos: leche cruda de vaca, que fue obtenida en
una granja cercana al laboratorio y transportada en refrigeracion, came picada de vacuno
y queso de pasta dura. La came y el queso fueron adquiridos en un supermercado cercanc
y, una vez en el laboratorio, se homogeneizaron con PBS en boisas estériles en un
homogeneizador (*stomacher”, IUL) durante 3 minutos aproximadamente. A continuacion
se hicieron pasar a través de una gasa estéril con el fin de recoger tGnicamente la parte
liquida de los homogeneizados.

Antes de mezclar los homogeneizados de came y de queso y la leche cruda, se
procedi6 a la determinacién de la ausencia de Listeria en cada uno de estos. Para ello, a
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partir de cada homogeneizado, asi como de la leche, se realizo una siembra directa en
LSAMm y un enriquecimiento (30°C, 24 horas/7 dias} en el medio LEB (Lovett y col.,
1987), a partir del cual se efectud la siembra en LSAMmM.

Una vez comprobada la ausencia de Lisferia spp. en cada alimento, éstos se
mezclaron y se almacenaron en alicuotas de 5 ml en tubos de poliestireno a -80°C hasta
el momento de su utilizacion.

Antes de su aimacenamiento, se determind la concentracion de microorganismos
mesodfilos totales del homogeneizado de alimentos (HA), asi como el estudio de los
principales grupos de bacterias presentes mediante el recuento bacteriano en diversos
medios de cultivo: BHIA para el recuento de microorganismos totales; medio de Baird-
Parker (Merck) para el recuento de estafilococos; agar kanamicina-esculina (KAA, Oxoid)
para los estreptococos; agar de Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Oxoid) para lactobacilos y
pediococos; y agar de MacConkey (McK, Merck) para el recuento de coliformes (Esquema
111.2).

ILE.1.b. Influencia del CL sobre el crecimiento de los microorganismos del
homogeneizado de alimentos en BHI

A partir de una alicuota det HA almacenada a -80°C y posteriormente
descongelada, procedimos a determinar el efecto inhibitorio que ejerce el CL sobre el
crecimiento de los microorganismos del HA en BHI. Para ello se realizé un inéculo a partir
del HA (0,5 ml, aproximadamente 10° UFC/mi de concentracién final) en varios matraces
con 50 ml de BH! que fueron suplementados con 2,5 mi de una suspension de CL al 30%
en agua destilada (concentracion final de CL del 1,5%), a distintos tiempos: alas 0,4y 6
horas, manteniendo un matraz que no se suplementd con CL como control. Todos los
matraces se llevaron a incubar (30°C, 150 r.p.m.), efectuandose los recuentos de
microorganismos mesofilos totales a partir de cada uno de los matraces alas 0,2, 4,6y
24 horas en BHIA,

Con el fin de conocer las diferencias de crecimiento de los distintos grupos de
microorganismos presentes en el HA, a partir de los cultivos de estos microorganismos en
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ESQUEMA Ill.2. PREPARACION DEL HOMOGENEIZADO DE ALIMENTOS
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BHI suplementado con CL a las 0 horas (BHI-CL), se efectuaron recuentos a las 24 horas
de incubacion, ademas de en BHIA, en los diversos medios de cultivo descritos en
apartado lILE.1.a

LE.2. Influencia del momento de la incorporacion dei CL sobre la reparacion de
L. monocytogenes danada subletalmente por congelacién

Partiendo de vanas SLC de L. monocytogenes NCTC 7973 se procedio a realizar
un proceso de reparacion de tas LD en BHI segun la metodologia indicada en el apartado
III.D. Cada uno de los matraces procesados fue suplementado con 2,5 mi de una
suspensién de CL al 30% en agua destilada {concentracién final de cloruro de litio del
1,5%), a distintos tiempos a lo largo del proceso de reparacion: a las 0, 4 y 6 horas,
manteniendo un mafraz que no se supiementé con CL como control. Los recuentos de
listerias se efectuaron a partir de cada uno de los matraces a las 0, 4, 6 y 24 horas en
BHIA, BHIA-S y LSAMmM.,

La siguiente experiencia consistié en comprobar la eficacia del BHI suplementado
con cloruro de litio al 1,5% (BHICL} para la recuperacion de L. monocytogenes
congeladas en presencia de la microflora habitual de diversos alimentos. Para ello se
prepararon matraces con 50 ml de BHI que fueron inoculados con 0,5 ml del HA
(aproximadamente 10° UFC/mI final) y 0,5 ml (entre 10° y 10* UFC/mI) de una SLC
(L. monocytogenes NCTC 7973), y posteriormente suplementados con CL (1,5%) a las 0
y 4 horas de la incubacidn. Simultaneamente se prepararon otros matraces como control:
sin suplementar el BHI con CL, y sin el indculo det HA. Los tres matraces se mantuvieron
en las condiciones adecuadas para la reparacién de las LD presentes (30°C, 150 r.p.m.),
realizandose los recuentos en BHIA y LSAMm a las 0, 4, 6, 20 y 24 horas.

lILF. INFLUENCIA DE DISTINTAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA
RECUPERACION DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION

Hasta el momento, el proceso de recuperacion de las listerias tras su congelacion
se habia realizado empleando una serie de condiciones establecidas: una temperatura de
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30°C, en ambiente de aerobiosis y en agitacion (150 r.p.m.). A continuacion procedimos
a estudiar la influencia que podria tener la variacion de estas condiciones sobre la
recuperacion de las listerias tras su congelacion.

liL.F.1. Influencia de la incubacién con y sin agitacién

Se realizaron varias experiencias para determinar la influencia det cultivo estatico,
tanto sobre la reparacién de las listerias lesionadas tras su congelacion, como sobre su
recuperacion en presencia de otros microorganismos.

Con el fin de comprobar la influencia de la incubacién sin agitacion en la reparacién
de L. monocytogenes lesionadas tras su congelacion, dos matraces con BHI y dos con
BHI-CL (50 ml) se inocularon con una SLC de L. monocytogenes NCTC 7973. Dos de
estos matraces (uno con BHi y otro con BHI-CL} se incubaron a 30°C en agitacion (150
r.p.m.), mientras los otros dos se mantuvieron a la misma temperatura pero sin agitacién
durante el tiempo que durd el proceso. Los recuentos se realizaronalas 0,2, 4,6, 8y 24
horas en BHIA, BHIA-S y LSAMm.

Para comprobar la influencia de la incubacién sin agitacién en la recuperacion de
listerias congeladas en presencia de otros microorganismos, se siguid el mismo
procedimiento descrito anteriormente, excepto que {0s cuatro matraces se inocuiaron,
ademas de con la SLC, con 0,5 ml del homogeneizado de alimentos (10° UFC/ml final),
realizandose los recuentos alas O hy 1,2 y 7 dias en BHIA y LSAMm.

IILF.2. influencia de la temperatura de incubacién

Se prepararon cinco matraces con BHI-CL {50 ml), que fueron inocuiados con
0,5 ml de una SLC de L. monocytogenes NCTC 7973 y 0,5 ml del homogeneizado de
alimentos. Cada uno de los matraces se llevd a incubar sin agitacion a diferentes
temperaturas {26, 28, 30, 34 y 37°C), realizdndose los recuentos en LSAMm a las 0 horas
y 1, 2y 7 dias de ia incubacion.
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Simuitaneamente se prepararon otros tres matraces con BH! (50 ml) que fueron
inoculados de la misma manera e incubados a 26, 30 y 34°C, efectuandose lo0s recuentos
de la misma forma.

HLF.3. Influencia de la disponibilidad de oxigeno

A partir de unas SLC de las cepas de L. monocytogenes NCTC 7973, Scott A,
P14 by C 1, se inocularon por duplicado (0,5 ml) ocho matraces con BHI-CL (8¢ ml), alos
cuaies se adicionaron también 0,5 ml del HA. A continuacién, cuatro de estos caldos (uno
inoculado con cada cepa) se llevaron a incubar a 30°C sin agitacién en condiciones de
aerobiosis, mientras los otros cuatro se incubaron en una ambiente de microaerobiosis. l.a
recuperacion de las listerias inocutadas en cada uno de los caldos se comprobd mediante
la siembra en LSAMm a las O horas y 1, 2 y 7 dias de la incubacion.

lil.G. LIMITE DE DETECCION DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION
EN BHI-CL EN PRESENCIA DE OTROS MICROORGANISMOS

Varios matraces con BHI-CL (50 mi) se inocularon por duplicado con 0,5 mi del HA
y con diluciones decimales decrecientes (entre 8 x 10?2 UFC/mi y 1,7 x 10? UFC/mi de
células no dafiadas) de una SLC de L. monocytogenes NCTC 7973. La incubacion se
realizé a 30°C sin agitacion y en aerobiosis, realizandose los recuentos de las listerias en
LSAMm a las 0, 24 y 48 horas. '

liLH. EFICACIA DE DISTINTOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO SELECTIVOS PARA
LA RECUPERACION DE LISTERIAS CONGELADAS EN PRESENCIA DE OTROS
MICROORGANISMOS

Por dltimo, procedimos a efectuar una comparacion de la eficacia para la
recuperacion de Listeria spp. y L. monocytogenes en BHI-CL y tres medios de
enriquecimiento selectivos empleados habitualimente para la deteccién de Listena: LEB
(Lovetty cal., 1987), UVM (Donnelly y Baigent, 1986) y PALCAM (Van Netten y col., 1989).
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Estos medios de enriquecimiento fueron adguiridos deshidratados (Merck), y preparados
siguiendo las instrucciones del fabricante.

M.H.1. Inoculacién experimental

A partir de unas SLC de L. monocytogenes NCTC 7973 y Scott A se procedio a su
recuperacion tras su congelacion mediante la inoculacién de cada uno de fos caldos con
una SLC (0,5 ml, entre 8 x 10' y 1 x 10° UFC/ml) mas 0,5 ml del homogeneizado de
alimentos, llevandose a continuacién a incubar en aerobiosis sin agitacion a 30°C. Los
recuentos se efectuaron en LSAMm a las 0 y 24.

I1l.H.2. Productos comerciales congelados

Se realizaron varias experiencias en {as que se emplearon diversos productos
comerciales congelados, asi como los caidos de enriguecimiento descritos anteriormente
{Esquema 111.3).

HLH.2.a. Alimentos empleados .

Los productos utilizados fueron elegidos de tal forma que empleamos tanto
alimentos que no habian sufrido ningun tipo de tratamiento témico o incorporaciéon de
aditivos, como productos muy elaborados. Los hemos clasificado en tres grupos, de cada
uno de los cuales se obtuvieron diez muestras:

1. Muestras de carne: Se incluyen las muestras de came picada de vacuno y porcino (sin
ningin tipo de tratamiento o aditive}, asi como las hamburguesas de carne {que levan
aditivos como especias, antioxidantes, conservantes, etc.). Todas estas muestras, excepto
la nombrada CP-2 (hamburguesas congeladas) fueron adquiridas refrigeradas en
supermercados cercanos al laboratorio y trastadadas alli en refrigeracion. Una vez en el
laboratorio fueron rapidamente congeladas a -20°C hasta su procesamiento (uno o dos
dias).
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2. Muestras de helado: Se emplearon helados de diferentes sabores y de diversas marcas
comerciales, todos elaborados con leche pasterizada y que ademas incluian en su
composicion diversos aditivos, como colorantes, estabilizantes y otros.

3. Muestras de pizza: Se adquirieron pizzas precocinadas ultracongeladas de diferentes
marcas, prestando especial atencidon a su composicion, intentando que ésta fuera lo mas
variada posible. Todas las pizzas incluian en su composicion diversos aditivos (especias,
antioxidantes, espesantes, etc.).

Todos los productos adquiridos congelados (helados, pizzas y las hamburquesas
CP-2) se trasladaron al laboratorio en bolsas especiales para el transporte de alimentos
congelados. Una vez en el laboratorio se mantuvieron a -20°C hasta su procesado (de 2
a 3 dias).

LH.2.b. Procesado de los alimentos congelados

La descongelacién de los productos se efectué tomando una porcién de
aproximadamente 150 g de cada muestra, manteniendo ei resto en congelacion por si era
necesario repetir alguna experiencia. Para la descongelacion de las muestas de carne y
de pizzas, se& mantuvieron las porciones en refrigeracion una noche, mientras que en el
caso de las muestras de helado, al descongelarse facil y rapidamente, no fue necesario,
ya que se fueron descongelando durante su procesado.

Tras la descongelacién, de cada muestra (150 g) se tomaron cinco porciones:
- Una porcién de 10 g se empled para efectuar una siembra directa por duplicado en
LSAMm tras su homogeneizacion con PBS (90 mi).

- Cuatro porciones de 25 g cada una se homogeneizaron con cada uno de los cuatro
caldos de enriquecimiento selectivos (225 ml).

HI.H.2.c. Recuperacién de as listerias presentes en las muestras

El proceso de recuperacion se llevd a cabo en las mismas bolsas de

61



homogeneizacion, que fueron selladas y lievadas a incubar (30°C, 24 horas). Tras la
incubacion se realizaron los recuentos de Listeria en LSAMmM a partir de las diluciones
decimailes adecuadas.

Como estudio complementario, se procedit a la medida del pH en cada uno de los
caldos de enriquecimiento tras el proceso de reparacion de las muestras, realizandose una
dilucién 1/10 a partir de cada caido, donde se efectud la medicién del pH.

liLH.2.d. Determinacién de la hemdlisis de las colonias de Listeriay su identificacién

Los recuentos de las colonias sospechosas de Listenia en LSAMm, tanto a partir
de la siembra directa como tras el enriquecimiento, se efectuaron atendiendo a su
caracteristica morfologia en LSAMm {Blanco y col., 1989).

En las piacas de LSAMm en que se observé un crecimiento moderado de listerias
(entre 30y 100 coloniés), se procedio a la adicién de una bicapa de agar-eritrocitos segun
la metodologia desarrollada por nosotros anteriormente (Dominguez y col., 1990). Tras la
observacién de la presencia y el tipo de hemdlisis desarroilada por las colonias de Listeria,
procedimos a resembrar en BHIA dos o tres colonias representativas de cada tipo (colonias
no hemoliticas, poco hemoliticas y hemoiiticas), realizandose su posterior identificacion
mediante el emplec del sistema API-Listena.
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ESQUEMA IIi.3. DETECCION DE Listeria spp. Y L.monocytogenes EN PRODUCTOS
COMERCIALES CONGELADOS
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IV.A. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE CONGELACION/OESCONGELACION DE
UNA SUSPENSION DE LISTERIAS SOBRE LA MUERTE Y EL. DANO CELULAR

IV.A.1. Influencia del tiempo en congelacién

Segun nuestras experiencias, no existe diferencia apreciable tanto respecto al
nimero de listerias viables totales, como en el porcentaje de éstas que se encuentran
dafiadas subletalmente, cuando el tiempo de almacenamiento en congelacion se prolonga
de uno a siete dias, al menos cuando se parte de una concentracion inicial de listerias alta
(8-10 log/ml) (Figura IV.1a). En este caso encontramos unos valores de muerte celular de
alrededor del 60%, mientras que los porcentajes de listerias dafiadas son del 98,7 y 97,56%
tras un almacenamiento de 1 y 7 dias respectivamente.

Figura IV.1a Influencia del tiempo en congelacion y ndmero de ciclos de congelacién/descongeiacion
sobre la viabilidad y el dafio celular en L. monocytogenes (% de células muertas y dafadas)

%

/ 98.7 89.6 700
100 |

80

60

40

20

1/1 71 2/2 3/3

Dias en congelacién / Nimerc de descongelaciones

M Listerias muertas {] Listerias dafadas

Concentracion inicial de L. monocytogenss: 9-10 log/ml



La mayoria de los autores que han estudiado el comportamiento de
L. monocytogenes durante su congelacion y aimacenamiento en estas condiciones durante
periodos prolongados de tiempo, coinciden en la gran resistencia a los efectos letales de
la congelacidn sobre una suspension de listerias (7-8 log/ml) en un medio nutntivo (TPB,
homogeneizados estériles de afimentos) (Golden y col., 1988a y 1988b; Oscroft, 1989,
Palumbo y Williams, 1991; Harrison y col., 1991; Warburton y col., 1992). Asi, Golden y
col., (1988a y 1988b) encuentran unicamente un descenso en la pobiacién viable de
listerias de 0,1 y 0,2 log (el 3 y 6% del total) tras un almacenamientc de una suspension
de listerias a -20°C durante 7 y 14 dias respectivamente. Durante periodos mas
prolongados de almacenamiento en congelacion, parece ser que existe un ligero descenso
en la viabilidad de las células (Oscroft, 1989), aungue no significativa. Los resultados
obtenidos por El-Kest y Marth (1991) a este respecto, sin embargo son muy diferentes,
sefialando una muerte celular del 58 al 93% de una suspension de listerias en PBS
(6 log/ml) a las 48 horas y del 91 al 99% tras 4 semanas de almacenamiento a -20°C. Las
diferencias entre los resultados obtenidos por estos autores y los mencionados
anteriormente podnian deberse al medio de suspensién empleado, ya que el efecto de la
congelacién sobre la muerte y el dafio celular se ve influenciado por el nimero y la
naturaleza de las moléculas en solucion. Asi, muchos componentes habituales de los
alimentos {azucares, péptidos, etc.) pueden proteger a los microorganismos del dafio por
congelacion, reduciendo el porcentaje de células muertas, por lo que un caldo como el TPB
o un homogeneizado de alimentos podrian ejercer un cierto efecto "protector” celular
(Ofson y Nottingham, 1980; El-Kest y Marth, 1991b). En nuestras experiencias, sin
embargo, el medio de supensién empieado fue iguaimente PBS y, aunque el tiempo de
almacenamiento en congelacion fue menor que en el trabajo de El-Kest y Marth (1991a)
(una semana frente a cuatro semanas), segun estos autores, la mayor parte de la muerte
celular ocurre en las primeras horas de la congelacion, por 10 que la variacion de tiempos
de almacenamiento no influiria significativamente en los resultados; por tanto, habria que
buscar otra explicacién a las diterencias encontradas, que podria ser la cantidad de
indculo inicial (ver epigrafe IV.A.3).

Respecto al dafio celular causado por la congelacion, tampoco hemos encontrado
diferencias cuando el iempo de almacenamiento en congelacion se prolonga de 1 a 7 dias
(98,7 y 97 5% respectivamente. Otros autores, sin embargo, sefialan un aumento del dano
celular al prolongar el tiempo en congelacion. Asi, El-Kest y Marth (1991b) sefiaian un
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aumento de hasta el 30% cuando el tiempo en congelacién se proionga de 24 horas a dos
o tres semanas (hasta el 60% de células dafiadas}, y Golden y col. (1988a), encontraron
un incremento de hasta el 20% mas de listerias lesionadas tras dos semanas a -18°C
(hasta el 82% de células dafiadas} con respectc a las valoradas tras una semana.
Warburton y col. {1992) coinciden con lo indicado por Golden y col. (1988a), sefatando
un porcentaje de dafio celular del 90% cuando las suspensiones eran mantenidas a -20°C
durante 3,5 meses. Por otra parte, el hecho de que algunos autores sefialen la ausencia,
0 una proporcién no significativa de células danadas por la congetacion (Oscroft, 1989),
puede ser consecuencia, al igual que ocurria con respecto a la muerte celular, del efecto
protector del medio de suspensidn, que en este caso consistia en un homogeneizado
estéril de alimentos.

IV.A.2. Efecto de! niumero de ciclos de congelacién/descongelacién aplicados

Aunque la norma general en cuanto al manejo es que un alimento que se
comercializa congelado sufra un Unico ciclo de congelacién/descongelacion (es decir,
congeilacion en el lugar de produccién y descongelacion a la hara de su consumo), puede
ocurrir que, en algun momento durante el manejo de estos productos, se interrumpa la
cadena del frio. Esto sucederia principaimente durante su traslado, bien desde la fabrica
al lugar de distribucion (carga y descarga de los productos, su colocacion en el comercio),
0 bien desde el comercio hasta el hogar de los consumidores si noc se empiean envases
adecuados para su transporte (bolsas isotérmicas). Por este motivo, decidimos estudiar
como influye la aplicacién de mds de un ciclo de congelacién/descongelacion en la
supervivencia y el dafio celular de las listerias que podrian estar presentes en estos
alimentos.

En este sentido, aunque algunos autores han sefialado la influencia del nimero de
ciclos de congelacidr/descongelacién (El-Kest y col., 1991) sobre la muerte y el dafio
subletal en L. monocytogenes, en general, la mayoria de ellos aplican en sus experiencias
un dnico cicto (Golden y col., 1988a y 1988b; Oscroft, 1989; El-Kest y Marth, 1991a y
1991b; Budu-Amoako y col., 1992; Martin y Katz, 1993). Segun los resultados obtenidos
en nuestras experiencias, el incremento del numero de ciclos de
congelacion/descongelacion aplicados a una suspension de listerias afecta de una forma
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significativa a la viabilidad de L. monocytogenes. Asi, cuando se aplicaron dos ciclos
sucesivos, con un intervalo de 24 horas, los porcentajes de listerias muertas y dafiadas
durante el proceéo aumentan del 0 al 80%, y dei 97,5 al 99,6% respectivamente. Este
incremento es mayor todavia cuando se aplicaron tres ciclos, Con unos resultados del
93,6% de listerias muertas y del 100% de listerias dafiadas (Figuras IV.1a y 1b).

Figura 1V.1b Influencia del numero de ciclos de congelacidn/descongelacion
sobre la supervivencia y el dafo celular en L. monocytogenes
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IV.A.3. Concentracién de listerias

Parece ser que uno de los efectos observados cuando se produce un dafio subletal
en una poblacién bacteriana es la salida de la célula de material de bajo peso molecular,
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incluyendo péptidos y aminoacidos, o cual indica una alteracion en la membrana celular.
Cuando existe una gran cantidad de microorganismos, esta pérdida de sustancias de bajo
peso molecular proporcionaria un cierto grado de crioproteccion, 10 que se traduciria en
un menor parcentaje de células mueras y dafiadas (Brown, 1993).

A este respecto, los resultados obtenidos a partir de las experiencias realizadas con
distintas concentraciones de listerias muestran una clara influencia de la concentracién de
listerias sobre los efectos sufridos por éstas tras un proceso de congelacion (Tabla IV.1y
Figura IV.2). Asi, se puede apreciar que cuando la concentracion inicial de listerias en la
suspensién es alta (entre 8 y 10 log), el porcentaje de listerias muertas tras la
descongelacién es notablemente menor (65,4%) que en los casos en que la concentracion
es media (6-8 log) o baja (4-6 log), con unos porcentajes de mortalidad del 90,6 y 99,0%
respectivamente.

Figura IV.2 Influencia de |a concentracion de listerias sobre la viabilidad
y et dafio celular en L. monocytogenes

Medios de cultivo
@ HA AC.

BsHA DC.

@sHiA-Ss D.C.
ElLsAMm D.C.

Alta Media , Baja
Concentracion inicial de L. monocytogenes

A.C.: Antes de la congelacion
D.C.. Después de [a congelacién
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por El-Kest y Marth (1991a), que
encontraron una mortalidad del 91 al 99% tras cuatro semanas a -18°C cuando el in6culo
inicial era de 6 log/mi. Oscroft (1989), sin embargo, no encontré diferencias en la
mortalidad ni en el porcentaje de listerias dafiadas por congelacién cuando empled dos
concentraciones diferentes de bacterias (8-10 log y 4-6 log/mi), aunque sefiala una
sensibilidad ligeramente mayor a la congelacién de la cepa de L. monocytogenes 433
cuando su concentracion era de 4-6 log/ml en un homogeneizado de pollo esteéril.

En cuanto al porcentaje de listerias dafiadas subletalmente, hay que decir que se
han encontrado diferencias segun el medio de cultivo empleado (Tabla {V.1 y Figura iV.2).
Asi, los resuitados obtenidos en BHIA-S muestran también una clara influencia de la
concentracion inicial sobre la inhibicién del crecimiento de las listerias danadas, con unos
valores del 83,1% partiendo de una concentracion inicial alta, que aumentan hasta el 95,2
cuando la concentracion es baja. En LSAMm, sin embargo, los valores de inhibicién fueron
muy semejantes independientemente de la concentracion inicial de listerias (entre el 95,4
y el 97,3%) (Tabla IV.1). Estas diferencias entre los medios LSAMm y BHIA-S podrian
deberse a la existencia de distintos grados de dafo celular por congelacion (Varabioff,
1990; Mendonca y Knabel, 1994). A este respecto, parece ser que cuando se aplica un
tratamiento con altas temperaturas (62,8°C, 6 minutos) a una suspension de listerias,
dentro de la poblacién de listerias que sufren un dafo subletal, se pueden diferenciar dos
tipos de células: las "muy dafadas" y las "moderadamente dafiadas”, segun sus
condiciones para crecer en medios mas o menos inhibitorios. En el caso de un tratamiento
por congelacion, podemos pensar que la situacion es similar, por lo que aplicando esta
teoria, en BHIA-S no crecerian las listerias muy dafadas, mientras que si permitiria el
crecimiento de las moderadamente dafiadas. En LSAMm, sin embargo, se inhibiria el
crecimiento de todas las células dafadas. De esta forma, podria ser gue al disminuir la
concentracién inicial de listerias hubiera mayor proporcién de células que hubieran sufrido
un dafo mayor y, por lo tanto, explicaria el aumentc de la inhibicion del crecimiento en
BHIA-S.
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TABLA IV.1. Influencia de la concentracion inicial de L. monocytogenes sabre la
destruccién y recuperacién de células dafiadas subletalmente por la congelacion *

INICIAL DE | BHIA | BHAS | LSAMm i

DC. | DANADAS | DC. | DANADAS |
= e e,

CONCENTRACIO

97%

MEDIA (10°-10f 97,3%

BAJA (10*-10° 95,4%

A.C.: Crecimiento &tes de la congelacion (Log)
D.C.: Crecimiento después de fa congelacion (Log)

* Un ciclo de congeiacion/descongelacion



IVv.B. EFICACIA DE DISTINTOS MEDIOS SELECTIVOS PARA EL AISLAMIENTO
DIRECTO DE Listeria TRAS SU CONGELACION

En los ultimos afios se han descrito una gran cantidad de medios de aislamiento
selectivo para Listeria, con la incorporacion en su formulacién de una gran variedad de
compuestos inhibidores del crecimiento de otros microorganismos distintos de Listeria
(antibidticos, como la polimixina B, ceftazidima, etc.), asi como componentes indicadores
del crecimiento de listerias en el medio (esculina, telurito potasico, etc.). Algunos autores
han realizado estudios comparativos sobre la utilidad de varios de estos medios de cultivo
selectivos para el aislamiento de bajas cantidades de L. monocytogenes, asi como de
L. monocytogenes dafiadas subletaimente por calor o congelacién, tanto en cultivo puro
como en alimentos inoculados con suspensiones de esta bacteria (Goiden y col., 1988b;
Palumbo y Williams, 1991; Warburton y col., 1992), siendo los resuitados obtenidos muy
dispares en funcién de los medios empleados. Asi, mientras Golden y col. (1988) no
encuentran diferencias en la recuperacién de L. monocytogenes antes y después de la
congelaciéon en los medios empleados, Palumbo y Williams (1991) y Warburton y col.
('1992) encuentran inhibiciones de! crecimiento de L. monocytogenes en los medios
selectivos tras la congelacion de hasta el 99% con respecto a los recuentos anteriores al
tratamiento.

Dada la disparidad de resuitados, asi como el hecho de que algunos de los medios
de cultivo evaluados por estos autores han sido mejorados, incrementando tanto su
selectividad como su especificidad, quisimos comprobar la eficacia de los medios de cultivo
mas selectivos y especificos que se han desarrollado para el aislamiento de Listeria para
la recuperaciém de listerias dafiadas subletalmente por congelacién, dado que en
experiencias previas habiamos determinado ia eficacia de estos medios para la
recuperacién de Listeria, encontrando que mostraron una eficacia similar para el
aislamiento de listerias que no habian sufrido ningun tipo de tratamiento fisico o quimico
(Dominguez y col., 1990).

Los resultados no fueron iguales cuando se estudié el comportamiento de estos
mismos medios para la recuperacion de listerias que habian sufrido un proceso de
congelacion. Asi, los porcentajes medios de inhibicién del crecimiento de las listerias
daﬁad_as por congelacién (nimero de bacterias viabies totales entre 4 y 8 log/ml) fueron
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muy similares en PALCAM (97,0%) y en LSAMm (93,5%), siendo menores en OXFORD
y en LPM (83,1 y 79,4% respectivamente) (Figuras 1V.3a a 3d). Un analisis de vananza
realizado sobre los datos obtenidos a partir de todas las experiencias realizadas (un total
de doce) reveld que no habia diferencias significativas (P < 0,05) entre los resultados
encontrados en LSAMm y cada uno de los tres restantes medios de cultivo selectivos, asi
como con el medio empleado como referencia, BHIA-S.

En estudios previos lievados a cabo sobre la capacidad de estos medios para
inhibir el crecimiento de otros microorganismos distintos de Listeria {microorganismos
presentes naturalmente en diversos alimentos camicos y lacteos, asi como en ensilados),
los medios que presentaron mayor inhibicion del crecimiento de estos microorganismos
fueron LSAMmM y PALCAM, seguidos por LPM y OXFORD (Dominguez y col., 1990;
Femandez-Garayzabal y col., 1992). Algunos autores han sefialado una relacion entre la
selectividad del medio y el grado de inhibicién del crecimiento de las listerias dafadas (es
decir, cuanto mayor sea la cantidad o concentracidn de agentes inhibitorios del medio de
cultivo, mayor sera su selectividad, pero mas dificil sera el crecimiento en él de células que
hayan experimentado algin tipo de lesién subletal). Esta consideracién tiene gran
importancia desde el punto de vista del analisis microbiolégico de los alimentos, sobre todo
teniendo en cuenta que los niveles de contaminacion por Listeria son habitualmente bajos,
a menudo incluso inferiores a 10° UFC/mI 6 g {ver epigrafe 1.B.1); por tanto, el medio de
cuitivo empleado para st aislamiento debe ser suficientemente selectivo como para permitir
su deteccion, aln en presencia de una gran cantidad de otros microorganismos, y lo
menos inhibitorio posible para el crecimiento de las listerias dafiadas subletalmente. A este
respecto hay que seialar la diferencia entre los medios LSAMm y PALCAM, similares en
cuanto a los agentes inhibitorios que contienen, siendo, sin embargo, LSAMm menos
inhibitorio para las células de Listeria dafiadas por congelacion.

IV.C. REPARACION DE LISTERIAS DANADAS SUBLETALMENTE POR CONGELACION
EN BHI

Como hemos sefialado anteriorménte, las células bacterianas que han sufrido una
lesién celular, fundamentalmente por algun tipo de tratamiento témmico o, en el caso que
nos ocupa, al ser sometidas a temperaturas muy bajas, ven incrementados sus
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Inhibicién del crecimiento de Listeria tras su congelacion en distintos

medios selectivos de aislamiento respecto al crecimiento en BHIA
Figura IV.3a
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Figura IV.3¢c
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requerimientos nutritivos, a la vez que pierden su capacidad para crecer en medios
altamente selectivos, por un aumento de su sensibilidad a ios compuestos inhibitorios. Es
necesario, por tanto, para su deteccion, situar estas bacterias en unas condiciones
favorables, no inhibitorias, que favorezcan su reparacion, antes de proceder a su
aislamiento en un medio selectivo (Brown, 1993). Asi, durante el proceso de reparacién,
las listerias que hubieran sufrido una lesidn celular recuperarian sus condiciones originales,
entre ellas el poder patégeno (en el caso de L. monocytogenes) y la resistencia a los
compuestos inhibidores de {os medios selectivos (McCarthy, 1991; Bush y Donnelly, 1992).

Aunque existe una concordancia general entre 1os distintos autores en cuanto a
la capacidad de reparacién de las células bacterianas tras un tratamiento subletal, existe,
sin embargo una discrepancia en lo que respecta a cudles son las condiciones idéneas
para que esta reparacion tenga lugar lo mas favorablemente posible, habiéndose propuesto
como optimos tanto medios ricos como medios minimos (van Schothorst, 1976). Pruebas
preliminares en las que empleamos medios minimos (vitaminas, aminoacidos, etc), no
mastraron una mayor eficacia de éstos para la reparacién de L. monocytogenes daiada
subletalmente por efecto de la congelacidn, en comparacién con la reparacién en un
medio complejo (BHI), porlo que centramos niJestro estudio en la utilizacion del BHI por
su facilidad de preparacion y su ampiia utilizacion en los laboratorios de Microbiclogia.

Procedimos a estudiar, por tanto, la reparacién de las células de Listeria dafiadas
tras un ciclo de congelacion/descongelacion en un medio nutritivo rico como es el BHI. En
este estudio, las cuatro cepas de Listeria empleadas mostraron un comportamiento similar
(Figura 1V.4), finalizando la reparacion de las células dafadas (entre el 85 y el 99% de las
celulas viables) a 30°C a las 6 horas de incubacion, si bien, en ias experiencias realizadas
con L. innocua, el proceso fue algo mas rapido (4-5 horas). La finalizacién del proceso de
reparacion se determiné cuando los recuentos bacterianos obtenidos en los medios
inhibitorios (BHIA-S y LSAMm) alcanzaron los valores obtenidos en el medio no selectivo
(BHIA), teniendo en cuenta que durante este tiempo no existié incremento significativo de
los recuentos en BHIA. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores
sobre la reparacion de L. monocytogenes dahada subletaimente por congelacién o por
calor en medios ricos no selectivas formulados tomando como base TSB. Asi, Budu-
Amoako y col. {1992) indican una reparacién de L. monocytogenes dafiada por efecto det
calor (60°C, 5 minutos) o la congelacién (-20°C, 7 dias) al cabo de 6-8 horas en TSB
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supiementado con extracto de levadura, mientras que para otros autores el tiempo de
reparacion seria mas corto (entre 4 y 5 horas) en TSB suplementado ademas con otros
compuestos favdrecedores de la reparacion celular, como el piruvato sédico (Busch y
Donnelly, 1892; Martin y Katz, 1993). No obstante, todos ellos coinciden en la necesidad
de la utilizacién de un medio que permita la reparacion de las células dafiadas antes de
proceder al empleo de medios selectivos.

Figura 1V.4 Reparacion de L. monocytogenes danada por congelacién en BHI

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo (horas)
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+-BHIA +BHIA-S | SAMmM
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IV.D. INFLUENCIA DEL CLORURO DE LITIO (CL) EN LA REPARACION Y EL
CRECIMIENTO DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION

Algunos autores han propuesto una metodologia a seguir para la deteccién de
listeias a partir de muestras que hayan sido sometidas a aigun tratamiento (calor,
congelacién), que consiste en la incubacion de la muestra en medio liquido no selectivo
durante el tiempo necesario para la reparacion de las células viables pero dafnadas y, a
continuacion, hacer al caldo selectivo mediante la adicién a éste de los agentes inhibitorios
necesarios para impedir el crecimiento de otros microorganismos distintos de Listeria. El
tiempo de incubacién en el medio no selectivo varia segun las condiciones de incubacion,
fundamentalmente de la temperatura, oscilando entre 4-8 horas a 30-35°C {Budu-Amoako
y col., 1992; Martin y Katz, 1993; Yu y Fung, 1993) y 3-7 dias empieando temperaturas de
refrigeracion (Varabioff, 1990; McCarthy, 1990). Seria esta metodologia, por tanto, un
ennqguecimiento en dos pasos que permitiria la reparacion de las listerias danadas
presentes en la muestra y su posterior crecimiento en el medio liquido selectivo.

IV.D.1. Efecto del CL sobre el crecimiento de la microfiora presente habitualmente
en los alimentos

E! cloruro de litio (CL) es uno de los compuestos empleados en la formulacion de
la mayoria de los medios selectivos para Listeria disefiados en los ultimos afas, tanto en
medios de aislamiento como en caldos de enriquecimiento (Tablas 1.4 y {.5), habiéndose
comprobado que la adicion de CL a las concentraciones empleadas en estos medios (entre
e} 0,5 y el 1,5%), no tiene efecto inhibitorio apreciable sobre ef crecimiento de las listerias
presentas en el medio (Cox y col., 1990; Dominguez y col., 1990; Mendonca y Knabel,
1994). Su efecto sobre los microorganismos presentes en los alimentos, sin embargo, es
significativamente inhibitorio, siendo el CL responsable en gran medida de ia alta
selectividad de los medios para Listeria. Asi, experimentos previos en los que
comprobamos !a efectividad del medio LSAMm sin CL para la inhibicién de! crecimiento
de los microorganismos dei homogeneizado de alimentos (HA) {7 log/mi), mostraron que
su selectividad se veia notablemente reducida con respecto a la del LSAMm; asi, mientras
en LSAMm la inhibicién del crecimiento de estos microorganismas fue practicamente total,
en LSAMm sin CL se obtuvieron unos recuentos de alrededor de 5 log/ml.
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En el estudio que realizamos sobre la influencia que podia ejercer el CL sobre e
crecimiento de microorganismos del HA en medio liquido, pudimos observar que la adicién
de CL (1,5%) a un cultivo del HA en BHI (concentracion de microorganismos totales de
5,3 log/ml) a distintos tiempos de la incubacion tuvo un efecto inhibitorio apreciable sobre
el crecimiento de estos microorganismos. Asi, aungue los recuentos de mesdfilos totales
a las 24 horas de incubacién fueron similares independientemente de la adicién de CL
(aproximadamente 10 log/mi}, sin embargo, su crecimiento en las primeras horas de
incubacién fue muy diferente en funcién del momento de incorporacién del CL (Figuras
tV.5a a 5d). Asi, al menos durante las primeras 8 horas de incubacion a partir del momento
de la adicidn del CL, el crecimientc de estos microorganismos se vio inhibido. Como se
puede apreciar (Figura 1V.5a), la fase de latencia en BHI sin CL es muy cona (unas 2
horas), alargandose ésta hasta al menos 8 horas cuando se ha incorporado al medio CL
(1,5%).

En cuanto a la influencia del CL en la evolucién Be los principales grupos
bacterianos presentes en el HA, destacd el elevado crecimiento en el grupo de las
bacterias que crecieron en BP (de 1,8 a 7,7 log/ml), mientras que permanecid estable la
poblacién de bacterias que crecieron en KAA (4,3 log/mi) (Figura IV.6). Hay que tener en
cuenta que el medio KAA se emplea habituaimente para et aislamiento de microorganismos
2del grupo de los estreptococos, y que son precisamente los enterococos, las bacterias
que mayor dificultad crean para la deteccion de Listeria a partir de alimentos (Buchanan,
1990}, por lo que una inhibicidn de su crecimiento redunda en un mayor facilidad para la
deteccion de las listerias presentes. Similares resultados han obtenido Cox y col. (1990)
y Mendonca y Knabel (1994), quienes sefalan un efecto bacteriostdtico del CL sobre
Streptococcus faecalis y Enterococcus faecium a unas concentraciones entre el 1y el 2%.
En este sentido, aunque no se conoce bien en qué consiste el efecto inhibitoric dei CL
sobre el crecimiento de los enterococos, se ha sugerido su competicion con cationes
divalentes esenciales, como calcio y magnesio (Birch, 1974); de esta forma podrian quedar
inactivadas algunas metaloenzimas esenciales cuando et cation monovalente Li* remplaza
a los cationes divalentes de dichas enzimas (Mendonca y Knabel, 1994).
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Crecimiento de la microflora natural del HA en BHI-CL
Figura 1V.5a
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Figura IV.5¢
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Figura IV.6 Estimacion de los principales grupos bacterianos del HA y su crecimiento
tras 24 horas de incubacién en BHI-CL.
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IV.D.2. Influencia del momento de la incorporacion del CL sobre la reparacién de
L. monocytogenes daifiada subletalmente por congelacion

Ya hemos comentado anteriormente que algunos autores recomiendan la
incubacion de las muestras sospechosas de contener listerias dafiadas subletaimente en
un caido no selectivo durante el periodo de reparacién celular, haciendo posteriormente
el caldo selectivo mediante la adicion de compuestos inhibidores empleados habitualmente
para el aislamiento de Listeria. Algunos autores, sin embargo, sefialan que la reparacion
de las listerias lesionadas se podia ver dificultada por el crecimiento de otros
microarganismos, comgo seria el caso de las muestras de alimentos (Mundt, 1986; Bailey
y col., 1990; Busch y Donnelly, 1992). Decidimos, por tanto, comprobar la influencia que
podria ejercer el momento de la adicién del CL sobre la reparacion de L. monocytogenes
en BHI, tanto en cultivo puro, como en presencia de otros microorganismos.

Las experiencias realizadas sobre la adicion de CL (concentracion final de 1,5%)
a un cultivo de listerias dafadas por congelacién en BH! a diferentes tiempos durante el
proceso de reparacion, revelaron que la adicion de este agente selectivo no tiene
influencia apreciable sobre la reparacidén de estas bacterias (Figuras |V.7a y 7b). Asi, la
reparacion de las células de L. monocytogenes daiadas subletalmente se completo en 6
horas, independientemente de que el CL se anadiera a las 0, 4 ¢ 6 horas de incubacion.
Por tanto, no es necesaria la incubacion en un medio no selectivo si se emplea una
concentraciéon de CL que no impida la reparacion de las células lesionadas, como es el
1,5% (Mendonca y Knabel, 1994).

En cuanto a la reparacién de L. monocytogenes dafiada por congelacién en
presencia de otros microorganismos (recuento de mesdfilos totales de aproximadamente
5 log/ml), todas la experiencias realizadas mostraron una reparacion celular al cabo de las
6 horas de incubacion, independientemente del momento de la adicién del CL (Figuras
IV.Ba y 8b). Los recuentos obtenidos a las 24 horas, sin embargo, vararon en funcién de
ta cantidad de indculo inicial. Asi, cuando se empled una concentracion inicial media-baja
de listerias viables totales (aproximadamente 4 log/ml), con un 90% de células danadas,
se alcanzaron unas concentraciones de L. monocytogenes de 8 log/ml en los casos en que
se adicioné CL al cultivo, independientemente del momento de su incorporacion (0 6 4
horas), mientras que en BHI sin CL los valores se redujeron en casi 2 log.
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Figura IV.7a Reparacion y crecimiento de L. monocytogenes tras su congelacidén en BHI sin CILI.
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Figura IV.7b Reparacion y crecimiento de L. monocytogenes tras su congelacién en BHI-CL.
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Reparacidn y crecimiento de L. monocytogenes dafada por congelacion en BHI-CL
en presencia de los microorganismos del HA. Adicién de CILi a distintas horas.
Figura 1V.8a '
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Resultados parecidos obtuvieron Mendonca y Knabel (1994) empleando
concentraciones de CL del 0,7-1%, logrando la recuperacion de L. monocytogenes
{concentracion inicial de 4 log, 100% de Iisterias-"daﬁadas) hasta 7.4 log tras una
incubacion de 60 horas. Cuando la concentracion inicial de listerias fue baja (unos 2
log/mi), con una proporcion de células dafadas del 95,2%, los recuentos de
L. monocytogenes a las 24 horas fueron apreciablemente menores, no liegando a alcanzar
los 4 log/ml. En este caso, en los cultivos en que se habia incorporado CL los valores
alcanzados fueron mayores que en los cultivos sin CL, aungue la diferencia solo fue
notable en el caso en que el CL se incorpord a las 0 horas (una diferencia de 0,5 log
respecto al cultivo sin CL).

La adicién del CL al BHI, por tanto, a una concentracién del 1,5%, no inhibe la
reparacion de las células de L. monocytogenes dafiadas subletalmente por efecto de la
congelacion, tavoreciendo, sin embargo, la recuperacion de L. monocyfogenes cuando se
encuentra presente una gran cantidad de microorganismos. Esta mejor recuperacion tras
una incubacion de 24 horas es mejor, incluso, considerando que el princ'ipal efecto
inhibitorio del CL sobre los microorganismos presentes en los alimentos se ejerce sobre
la poblacidn de los estreptococos, que son el grupo bacteriano que mayores problemas
crea a la hora del aislamiento de Listeria a partir de alimentos {Buchanan, 1990; Cox y col.,
1990; Mendonca y Knabel, 1994).

IV.E. INFLUENCIA DE DISTINTAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA
RECUPERACION DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION

Uno de los aspectos mas discutidos en los procedimientos de cultivo de
L. monocytogenes sometida a algun tipo de tratamiento subletal son las condiciones de la
incubacién, principaimente en lo que se refiere a la temperatura y a 1a disponibilidad de
oxigeno. Por ello decidimos comprobar cdmo podian influir las condiciones de incubacion
sobre la reparacién y el crecimiento de L. monocytogenes daiada subletalmente por
congelacion en BHI-CL.
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IV.E.1. Influencia de la incubacién con y sin agitacion

En las experiencias realizadas en BHI, con una concentracion inicial de listerias
media-baja (unos 4 log) y un alto porcentaje de células dafadas (99,5%), el tiempo de
reparacion de las listerias danadas en BHI sin CL fue similar (entre 6 y 8 horas), siendo
también comparables los valores de crecimiento a las 24 horas (alrededor de 9 log)
{Figuras IV.9a y 9b). No se apreciaron, por tanto, ningun efecto de la incubacion con y sin
agitacion en la reparacion y el crecimiento de estas listerias dafadas en caldo no selectivo
y en ausencia de otros microorganismaos.

Respecto a [as experiencias realizadas en presencia de los microorganismos del
HA, hay que tener en cuenta que la concentracion inicial de L. monocytogenes utilizada
en ellas fue muy baja {unos 2 log/ml), estando el 99,9% de ellas danadas, por lo que no
fue posibie el aislamiento de L. monocytogenes directamente en LSAMm (menos de 10
células no danadas/ml). En conjunto, los resultados obtenidos en las experiencias
realizadas en BHI, al igual que ocurridé en cuitivo puro, no mostraron ninguna diferencia
significativa entre ias incubaciones realizadas con y sin agitacion (Figura IV.10). Fue
sorprendente, en este caso, el descenso de los recuentos a las 48 horas en ambas
condiciones, llegando a no detectarse listerias en LSAMm al cabo de 7 dias de incubacion
(Figura 1V.10). A pesar de la gran proporcién de flora acido-lactica presente en el HA que
podria haber producido un descenso del pH hasta unos valores inhibitorios para el
crecimiento de L. monocytogenes, las medidas que realizamos reflejaron unos valores de
pH que oscilaron alrededor de 6,0. Estos valores no son inhibitorios para el crecimiento de
L. monocytogenes, dado que a temperaturas de incubacion de 30°C L. monocytogenes es
capaz de crecer a pH superiores de 4,5 (Parish y Higgins, 1989). Aunque no nos hemos
detenido a invesligar este aspecto, dado que no era el objeto principal de nuestro estudio,
ofra posible explicacion a este hecho podria ser la liberacion al medio de productos
inhibidores de Listeria por parte del resto de los microorganismos, como la produccion de
bacteriocinas por parte de algunos enterococos que, al carecer el medio de CL, crecerian
libremente (Mendonca y col., 1994).

En las experiencias realizadas en BHI-CL, los recuentos de listerias a las 24 horas
en LSAMm fueron similares, y superiores a los obtenidos en BHI (4 log/ml) (Figura IV.10).
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Figura IV.9a Reparacién y crecimiento de L. monocytogenes en BHI con agitacion.
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Figura IV.9b Reparacién y crecimiento de L. monocytogenes en BHI sin agitacion.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Horas

Medios de cultivo
=+ BHIA > LSAMmM + BHIA-S




Sin embargo, tras 2 dias de incubacidn, los valores que encontramos fueron
significativamente mayores en el caso de incubacion sin agitacién (mas de 1 log/mi),
llegando a una diferencia de 2 log/mi al cabo de 7 dias de incubacion.

El crecimiento de los microorganismos del homogeneizado de alimentos, tanto en
BHI como en BHI-CL, con agitacién y en cultivo estatico, resultd simitar en todos los casos,
experimentando un incremento de casi 2,5 log a las 24 horas de incubacion,
manteniéndose a partir de entonces los recuentos constantes hasta los 7 dias de

incubacion,

Figura iV.10 Influencia de la agitacién sobre el crecimiento de L. monocytogenes dahada por
congelacion en BHI y BHI-CL en presencia de los microorganismos del HA,
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IV.E.2. influencia de la temperatura de incubacién

La temperatura de incubacién es otro de los parametros que habituaimente se ha
considerado que influyen en la recuperacién de las listerias a partir de los alimentos, tanto
de células que no han sufrido ningln tipo de tratamiento, como en alimentos que han
sufrido algin tratamiento térmico o congelacion (Varabioff, 1990; Budu-Amoako y
col.,1992: Martin y Katz, 1993). En este sentido, hemos estudiado la influencia que podria
ejercer la incubacién a temperaturas de 26, 28, 30, 34 y 37°C sobre la recuperacion de
L. monocytogenes dafiada subletaimente por congelacion.

A partir de una concentracién inicial de listerias baja (unos 3 log/ml) con un
porcentaje alto de células dafiadas (94%), se observé que la recuperacion de
L. monocytogenes en BHI-CL varié en funcion de la temperatura y el tiempo de incubacion
(Figura IV.11). Asi, los recuentos efectuados a las 24 horas de incubacidn revelaron que

Figura IV.11 Recuperacion de L. monocytogenes tras su congelacion en BHI-CL a
diferentes temperaturas en presencia de los microorganismos del HA

0 [\ 1 I\ 1 L -
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)
Temperaturas

~-26° % 30° ¥37°

89



ta recuperacion habia sido significativamente mayor a 37°C, que a 30 y 26°C, con una
diferencia de aproximadamente 1,5 log/ml con respecto a la incubacion a 30°C y de mas
de 2 log/m! respecto a la incubacion a 26°C. Sin embargo, tras 48 horas de incubacion,
no s6lo no se mantuvo esta diferencia, sino que, ademas, 10s recuentos de la experiencia
a 37°C sufrieron un gran descenso (2 log/m!), manteniéndose estables tras 7 dias de
incubacion. La recuperacion de las listerias a 1as 48 horas en las experiencias a 26 y 30°C
fue sensiblemente mayor que a las 24 horas (mas de 1 log/ml), aumentando ligeramente
tras 7 dias de incubacion, en que alcanzaron unos valores de S y 5,7 log/ml
respectivamente (Figura 1V.11). Los resuitados obtenidos de las experiencias realizadas
a 28 y 34°C fueron similares a los encontrados a 26 y 37°C respectivamente.

Las experiencias realizadas en BHI sin CL a [as diferentes temperaturas muestran
comportamientos diferentes en cada uno de 1os casos con respecto a la recuperacion en
BHI. Asi, a 26°C, los recuentos a las 24 horas son mayores en BHI, pero se mantienen
constantes a lo largo de la incubacién hata 7 dias. A 30°C la recuperacion a las 24 horas
es similar en BHI y BHI-CL, pero los recuentos experimentan un descenso, llegando a una
diferencia de 3 log/ml en los valores obtenidos a los 7 dias de incubacion. Por dltimo, a
37°C, ias curvas de recuperacién en BHI y BHI-CL fueron casi paralelas, estando siempre
los recuentos en BHI al menos 0,7 log/ml por debajo de los obtenidos en BHI-CL (Figura
iV.12a a 12¢).

Algunos autores sefalan la conveniencia de un periodo de incubaci_én a
temperaturas de refrigeracién {(4-7°C) para la recuperacién de L. monocytogenes dafiada
subletalimente tanto por efecto del calor como de la congelacion (Varabioff, 1990; McCarthy
y col., 1990), sefalando que el efecto inhibidor de estas temperaturas sobre el crecimiento
de la microflora mesdfila de los alimentos favorece la recuperacion de las listerias dafiadas.
No obstante, el empleo de estas temperaturas tiene el inconveniente, al igual que ocurre
con el tradicional enriquecimiento en frio para el aislamiento de Listena, de requerir
periodos mas largos de incubacién que a temperaturas superiores. Asi, mientras la mayoria
de los autores encuentran que a temperaturas entre 30-37°C la reparacion de las listerias
dafiadas se compieta entre las 4 y las 8 horas (Busch y Donnetly, 1992; Budu-Amoako y
col., 1992; Martin y Katz, 1993), se recomienda un periodo de incubacion de 3 a 7 dias a
tempenrturas de refrigeracion, siendo éste un periodo de pre-enriquecimiento, para pasar
a un enriquecimiento posterior de la muestra a 30°C durante otros 2-7 dias
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Recuperacién de L. monocytogenes tras su congelacién en 8H( y BHI-CL a diferantes temperaturas
en prasencia de l0s microorganismaos del HA,
Figura IV.12a
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(Varabioft, 1990; McCarthy, 1990). Ei emplec de temperaturas de refrigeracién, por tanto
no ofrece muchas ventajas cuando se dispone de un medio capaz de permitir una rapida
reparacion de las céluias dafiadas subletalmente a temperaturas superiores en tan corto
espacio de tiempo, inhibiende simuitaneamente el crecimiento de 10s enterococos, como
hemos visto que sucede cuando se emplea el BHI-CL.

IV.E.3. influencia de la disponibilidad de oxigeno

Estudios relativos a la recuperacion de L. monocytogenes danada subietalmente
por efecto del calor indican que la reparacién de estas células se favorece en ambiente de
anaerobiosis {(Busch y Donnelly, 1992; Mendonca y Knabel, 1994; Martin y Katz, 1993).
Para comprobar si el mismo efecto tenia lugar cuando el dano celular era producido por
efecto de ia congelacién, realizamos una serie de experiencias comparando el proceso de
recuperacién de células de L. monocytogenes dafiadas por congelacién en ambiente de
aerobiosis y en microaerobiosis, comprobando si un descenso significativo del oxigeno
disponible para las células podria acelerar el proceso de reparacidn. Realizado una andlisis
de varianza a parir de los resultados obtenidos con las distintas cepas de
L. monocytogenes en ambos ambientes se concluyd que no existen diferencias
significativas estadisticamente entre la incubacion en aerobiosis y en microaerobiosis tanto
en tiempos de incubacion cortos (24-48 horas) como largos (7 dias) (Figura IV.13).

Segun indican algunos autores, el dafio causado a una célula bacteriana por un
tratamiento subletal puede llevar a la produccién de formas reactivas de oxigeno, como
perdxido de hidrégeno, anidn superdxido y radicales hidroxilicos, toxicos para las células
(Martin y Katz, 1993; Mendonca y Knabel, 1994). En el caso de un tratamiento por caior,
las enzimas encargadas de detoxicar estos productos (catalasa y superdxido dismutasa)
son destruidas por efecto de las altas temperaturas, por lo que la reparacion de las células
dafnadas parece ser mas efectiva en ausencia de oxigeno, o anadiendo agentes que
neutralicen las formas reactivas, como piruvato 0 catalasa (Busch y Donnelly, 1992; Martin
y Katz, 1993; Mendonca y Knabel, 1994). En el caso del daiio subietal por frio, como es
la congelacion, no parece que se produzca !a destruccion de estas enzimas detoxicantes,
ya que el daino se produce de forma diferente (ver epigrafe 1.C), no existiendo diferencias
en la reparacion y el crecimiento de estas bacterias a 30°C en BHI-CL tanto en presencia
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de oxigeno como en su ausencia.

Figura IV.13 Recuperacion de L. monocytogenes en BHI-CL en aerobiosis y
microaerobiosis en presencia de otros microorganismos.

Tiempo (dias)

Ambiente
- Aerobiosis + Microaerobiosis

Recuentos en LSAMm
Indculo: entre 0 y 2.3 log de listerias sanas (96,06% dahadas)

De acuerdo con los resultados obtenidos de todo este conjunto de experiencias, las
condiciones optimas para la recuperacion de L. monocytogenes a partir de productos
congelados serian la incubacién en BHI-CL en aerobiosis sin agitacion a 30°C en
durante un tiempo que oscilaria entre 6 horas si hemos encontrado listerias por aislamiento
directo y 24 horas en ef caso de aislamiento directo negativo.
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IV.F. LIMITE DE DETECCION DE L. monocytogenes DANADA POR CONGELACION
EN BHI-CL EN PRESENCIA DE OTROS MICROORGANISMOS

Utilizando las condiciones de incubacion que adabamos de sefialar, el BHI-CL
mostré una gran efectividad para la reparacion y el enriquecimiento de bajas cantidades
de L. monocytogenes dafiada por congelacion. Asi, tras 24 horas de incubacion en BHI-CL
se lograron obtener recuentos de L. monocytogenes en LSAMm incluso cuando la
concentracion inicial de listerias no dafiadas era de 0,08 UFC/miy la concentracién total
de microorganismos distintos de Listeria de 5 log/ml.

Figura IV.14 Recuperacion de L. monocytogenes NCTC 7973 dafiada por congelacién en BHI-CL.
{menos de 1 listeria no dafada/ml)

=

listerias no danadas
- 0.83 UFC/ml
+ 0.42 UFC/ml
*0.17 UFC/mi
<+ 0.08 UFC/mI

W

Tiempo (dias)
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IV.G. EFICACIA DE DISTINTOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO SELECTIVOS PARA
LA RECUPERACION DE LISTERIAS DAﬂADAS SUBLETALMENTE POR
CONGELACION EN PRESENCIA DE OTROS MICROORGANISMOS

Existe una gran discrepancia entre distintos autores sobre la utilidad de los medios
de enriquecimiento utilizados habitualmente en los métodos de deteccion de
L. monocytogenes (el caldo LEB propuesto por la FDA y el caldo UVM propuesto por la
USDA) para la recuperacion de listerias danadas subletalmente (Bailey y col., 1930,
Warburton y col., 1892; Busch y Donnelly, 1992; Budu-Amoako y col.,, 1992; Mendonca y
Knabel, 1994). Esto nos lievé a comprobar la eficiencia del caldo BHI-CL en comparacion
con la de estos medios para la recuperacién de listerias dafiadas por congelacion en
muestras inoculadas y en alimentos congelados. igualmente, inciuimos en nuestro estudio
el caldo PALCAM, descrito recientemente (Van Netten y col., 1989) con el fin de completar
nuestros resultados.

A nivel experimental con muestras inoculadas, fa recuperacion de bajas cantidades
(una media de 1,4 log/ml) de células de L. monocytogenes dafiadas por congelacion en
presencia de gran cantidad de otros microorganismos (5 log/ml) tras 24 horas de
incubacion a 30°C fue muy similar en BMI-CL y PALCAM, llegando a unos recuentos de
4,5y 4,7 log/mi respectivamente. Los valores obtenidos a partir de los medios LEB y UVM,
sin embargo, fueron sensiblemente menores (2,15 y 3,32 log/ml respectivamente).

Los resultados obtenidos con respecto a la recuperacion de Listeria en las muestras
de alimentos congelados han sido muy dispares en funcion del tipo de alimento
principalmente, aunque también existieron ciertas variaciones segun el medic de
enriquecimiento.

De ias 10 muestras de helado procesadas, ninguna de ellas resulto positiva a
Listeria por aislamiento directo en LSAMm ni tras e! enriquecimiento (24 horas, 30°C) en
ningunc de los caldos empleados. Aunque se ha descrito el aislamiento de
L. monocytogenes a partir de helados, a incidencia, sin embargo -es baja, asi como 08
niveles de contaminacion (Anénimo, 1987a; Walker y col., 1991).

l.as pizzas precocinadas ultracongeladas son un producto que, dada su vanada
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composicion, tienen altas probabilidades de sufrir una contaminacién por Listeria, bien a
partir de las materias primas (queso, embutidos, etc.) o bien durante el proceso de
elaboracidn, habiéndose determinado una incidencia de Listeria en este producto del 40%
(Saludes y Aguiar, 1994). De las 10 pizzas que analizamos en nuestro estudio, ninguna
resultd positiva a Listeria por aislamiento directo, mientras que en 7 de ellas se aislé
Listeria a partir de al menos uno de los cuatro medios de enriquecimiento. De las muestras
positivas, L. monocytogenes se ais!dé como especie unica en tres ocasiones, L. innocua en
dos, y en otras dos muestras se aislaron ambas especies simultaneamente (Tabla 1V.2).

La carne picada es otro alimento que presenta una elevada incidencia respecto a
L. monocytogenes (ver tabla 1.3.), siendo un producto que en numerosas ocasiones es
congelado, bien en el establecimiento de venta, o en los hogares de los consumidores. De
las muestras de came picada y hamburguesas analizadas, dos de ellas (muestras
correspondientes a came picada de temera sin aditivos) resuitaron positivas en el
aislamiento directo en LSAMm, con unos niveles de contaminacion de 3,5 x 10° y
5,0 x 10' UFC/g respectivamente. En ambos casos se determind la hemdlisis de las
colonias y su identificacion, correspondiendo los aisiamientos a L. innocua. Tras el proceso
de reparacién-enriquecimiento, todas las muestras resultaron positivas a partir de todos los
medios de enriquecimiento (Tabla IV.3). En ninguna de las muestras de came analizadas
se aisid una unica especie de Listena, siendo siete de ellas positivas a L. monocylogenes
y L. innocua, dos a L. monocytogenesy L. welshimen, e incluso en una de ellas se aislaron
conjuntamente L. monocytogenes, L. innocuay L. seeligeri.

Los mayores recuentos de listerias tras el proceso de reparacién-enriquecimiento,
tanto a partir de las muestras de pizza como de las de came picada se obtuvieron a partir
de BHI-CL y PALCAM, seguidos por el UVM y el LEB. No obstante, los resultados
obtenidos a partir de un andlisis de varianza realizado sobre todos Jos casos positivos
encontrados conciuyen que no existen diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05)
entre la capacidad de los medios de enriquecimiento empleados para la recuperacion de
Listeria spp. partir de las muestras analizadas (Tablas IV.4 y 1V.5). Hay que sefalar,
iguaimente que el nimero de falsos negativos encontrados en los distintos medios, que fue
de 3 casos en PALCAM, 2 en BHI-CLy 1 en LEB y UVM.

Algunos autores establecen una relacion entre la capacidad de un caldo de
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enriquecimiento para la recuperacion de listenas danadas subletalmente y su capacidad
para mantener un pH estable; asi, se ha sehalado la escasa efectividad del LEB para la
recuperacion de listerias lesionadas, atribuyéndola al descenso de pH que se produce en
el medio al ser inoculado con una muestra que contiene una gran carga de otros
microorganismos (Warburton y col., 1992; Budu-Amoako y col., 1992). Segln nuestras
experiencias, aungue los valores de pH encontrados en LEB inoculado con muestras de
pizza resultd apreciablemente menor que en el resto de los caldos, en el caso de las
muestras de carne, el pH fue menor en PALCAM, no habiendo apreciado, por tanto, esta
relacion.

Un hecho de gran importancia es que en la mayoria de las muestras no se aisté
una unica especie de Listeria, sino al menos dos especies distintas, siendo siempre
L. monocytogenes una de las presentes en estos aislamientos mixtos (Tablas IV.4 y IV.5).
El aislamiento de varias especies simultaneamente a partir de una muestra de alimento ha
sido posible mediante la combinacion de un medio liquido que ha permitido el crecimiento
de las listerias presentes en las muestras hasta unos niveles detectables, junto con un
medio altamente selectivo para Listeria (LSAMm) y el empleo_ de una técnica que permite
diferenciar por la hemdlisis de las colonias 1as especies de listerias presentes sobre el
mismo medio de aislamiento, pudiendo efectuar asi, incluso una estimacion de la
proporcion de las diferentes especies de Listeria presentes en una muestra (Tablas 1V.4
y IV.5).
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TABLA IV. 2. DETECCION DE Listeria spp. EN PIZZAS CONGELADAS EN DISTINTOS
MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO. N¢ DE MUESTRAS POSITIVAS EN CADA MEDIO

Especie detectada 1 BHI-CL LEB UVM PALCAM | TOTAL
wr.m ———————————————————H ——————¢
Listeria spp. 5 6 6 4 7
L. monocytogenes 1 2 P 2 3 3
L. innocua 2 2 2 0 2
| L.m +L.iQ 2 2 2 1 2

L. m. : L. monocytogenes
L. i L. innocua

TABLA 1V.3. DETECCION DE Listeria spp. EN CARNES CONGELADAS EN DISTINTOS
MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO. N¢ DE MUESTRAS POSITIVAS EN CADA MEDIO

Especie detectada E‘oHt-CLT LEB UVM 1F’ALC:AM TOTAL
Listeria spp. F 10 10 10 10 10

L. monocytogenes - - 1 . -
7
2

L.m +L i *

7
Lm. +L w : 2

R~
[N B (= ]

—t
.
Py
—
—r

L.m +L i +L. s

innocua

L. m. : L. monocytogenes
Loi:L
L. s. : L. seeligeri

* En tres casos se identiticd L. monocytogenes (API-Listeria),
pero al no ser hemoliticas, se han incluido como L. innocua.



TABLA V. 4, RECUPERACION DE Listeria spp. A PARTIR DE
PIZZAS CONGELADAS EN DISTINTOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO

Medios Listeria spp.

| L. monocytogenes L. innocua
_ (Log) Log % Log %
6,04 5,04 10 6.0 90
5,03 i 503 | 100
BHI-CL 5,87 5,87 100 - ]
| 4.9 45 39 4,7 61
6,47 - - 6,47 100
3,38 3,28 80 | 2,7 20 |
] 3,7 - - 37 | 100
4,11 f_41t | 100 1 - -
LEB 6,08 6,08 100 - .
2,58 16 | 103 2,53 89,7
4,23 - |- j 423 | 100
334 26 L 18 3,25 82
3,25 - - 3,25 I 100
4,9 4,9 100 - -
UVM 517 1817 | 100 T
4,85 45 433 | 461 56,7
I 3,17 - - |87 100
| 4,77 4,62 71,4 [ 423 28,6
4,97 497 | 100 - -
PALCAM 5,84 5,84 100 - -
2,84 2,84 100 - -




TABLA IV.5. RECUPERACION DE Listeria spp. A PARTIR DE
CARNES CONGELADAS EN DISTINTOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTOQ

Medios Listenia spp. | L. monocytogenes Otras listerias
(Log) Log % Log %
| 9 "
6,04 5,39 22,1 1 5,94 79,9 (1a) 1
4,34 4,14 62 4,92 38 (2)
5,55 5,27 53 523 47 (2)
4,04 | 3,7 44,5 3,78 55,5 (3)
BHICL 6,17 5,64 29,2 6 708 (3)
5,25 4,84 L 38 i 5,04 62 (2)
3,93 2,84 8 3,9 92 (2) |
- 5,78 3,55 0,6 5,77 99.4 (4)
B 3,46 2,9 27,6 3,32 72,4 (4)
3,55 2,9 21,7 _ 3,44 78,3 (4)
49 4,08 15 ) 4,83 85 (1b)
3,14 2,92 572 2.8 42.8 (2)
4,65 4,53 76 4,04 _24 (2)
4,94 4,7 58 4,57 42 (3)
447 4,43 - 914 3,47 8,6 (3)
LEB 2,0 1,7 50 1,7 50 (2)
2,38 1,6 | 16,6 2,3 83,4 (2)
3,9 29 10,2 3,84 89,8 (4)
1,95 L 1,3 - 22,2 1,84 778 (4}
| 29 1,54 43,7 1.65 ] 56,3 (4)

(1a) L. innocua (60,2%) + L. seeligeri (17,7%)
{1b) L. innocua (30,0%) + L. seeligen (55,5%}

(2) L. innpcua

() L. weishimeri
(4) L. monocytogenes (segun API-Listeria) no hemolitica (; L. innocua?)




TABLA IV.5. (cont.) RECUPERACION DE Listeria spp. A PARTIR
DE CARNES CONGELADAS EN DISTINTOS MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO

Listeria spp. L. monocytogenes Otras listerias

Medios
(Log) Log % Log %
454 3,87 21,6 3 4,44 A 78,4 (1a)
3,7 ] 3,64 85,3 2,87 14,7 (2)
4,61 44 61 42 39 (2)
3,7 B 317 29 3.54 71 (3)
UVM 484 4.6 57 447 43 (3}
4,04 3,68 345 | 385 _|_ 655 (2)
4,87 ] 4,34 30,4 4,71 69,6 (2}
3,92 23 | 24 3,91 97.6 (4)
2,32 L 2,32 | 100 - -
1,84 I 1,6 57.1 1,47 42,9 (4)
6,27 j 6,08 65,2 5,81 34,8 (1b)
6,91 53 24 6.9 97.6 (2)
7.41 B 7,36 87.5 6,5 12,5 (2)
7,58 | 746 | 777 | 698 rr 22,3 (3)
PALCAM 7,62 7,14 ) 326 | 744 | 674 (3
8,04 7,86 663 || 757 | 337 (2
2,61 | 1,84 17 2,53 83 (2)
4,3 |30 | 0,5 4,3 99,5 (4)
1,84 1,77 | 85,7 N 1,0 14,3 (4)
3,14 262 | 30 3,0 I 70 (4)

(1a) L. innocua (24,3%) + L. seeliger (54,1%)

(1b) L. innocua (8,70%) + L. seeligeri (26,1%)

(2) L. innocua

(3) L. welshimen

(4) L. monocytogenes (segun APi-Listeria) no hemolitica (; L. innocua?)







1. Los factores que influyen en la supervivencia y el dafio celular de una suspension
de L. monocytogenes sometida a congelacion son 1a concentracién inicial de bacterias en
fa suspension, y el nimero de ciclos de congelacién/deScongelacién gue se aplican. La
muerte y el dafio celulares son mayores al disminuir la concentracion bacteriana y
aumemntar el nimero de ciclos de congelacion/descongelacion aplicados

2, Los medios de aislamiento selectivos para Listeria LSAMmM, PALCAM, OXFORD y
LPM no muestran diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su capacidad para
la recuperacion de L. monocytogenes danada subletalmente por efecto de la congelacion.

3. Todas las cepas de Listeria dafiadas subletalmente por efecto de la congelacion
mostraron un tiempo de reparacion celular de aproximadamente seis horas, tanto en BHi
como en BHI suplementado con cloruro de litio a una concentracion det 1,5%, incubados
a una temperatura de 30°C.

4. Las condiciones de aerobiosis/microaerobiosis y el cultivo en agitacion/estatico no
influyen en la recuperacion de L. monocytogenes dafiada por efecto de la congelacion,
aunque si ejerce cierta influencia la temperatura de incubacion, siendo éptima una
temperatura de 30°C.

5. Una metodologia a seguir que pernite la recuperacién de células' de
L. monocytogenes dafadas por efecto de la congelacion es la incubacion en BHI
suplementado con cloruro de litio a una concentracion de! 1,5% a una temperamra de 30°C
sin agitacion en aerobiosis durante 24 horas. Este método permite recuperar cantidades
muy bajas de listerias dafadas incluso en presencia de gran cantidad de otros
MiCroorganismos.

6. Los medios de enriquecimiento selectivos para Listeria LEB, UVM y PALCAM, asi
como el BHI-CL (BHI + cloruro de litio al 1,5%) no presentan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la recuperacion de listerias a partir de productos comerciales
congelados.
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