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Resumen

Introduccion. Listeria monocytogenes, bacteria de importancia en salud publica por causar la listeriosis y sus
graves consecuencias, se asocia al consumo de alimentos que durante su produccion se pueden contaminar
con bacterias que se liberan de biopeliculas formadas en tuberias, superficies y equipos. Objetivo. Analizar
muestras de queso fresco con el fin de aislar e identificar L. monocytogenes y evaluar su capacidad formadora
de biopeliculas en dos medios de cultivo. Disefio. Estudio experimental, prospectivo. Institucion. Instituto
de Investigacion en Quimica Biolégica, Microbiologia y Biotecnologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert. Material. 75 muestras de queso fresco provenientes
de diez mercados del Cercado de Lima. Métodos. En el andlisis microbiolégico se empled metodologias del
Manual de Bacteriologia Analitica de la Food and Drug Administration (FDA). Para determinar la capacidad
formadora de biopeliculas se aplicd el método de microplaca descrito por Djordjevic modificado por Borucki.
Se uso la prueba de Kruskal-Wallis. Principales medidas de resultados. Identificacion de L. monocytogenes.
Resultados. Se identifico L. monocytogenes en 14 muestras (18,7%), valor que representé un riesgo potencial
para la salud de los consumidores. Se hallé nueve cepas con capacidad de formar biopeliculas que, segun
la densidad optica a 595 nm, fueron clasificadas en formadoras débiles y moderadas, con diferencias
significativas dependiendo del medio de cultivo utilizado, siendo el caldo infusién cerebro corazon (BHI)
el mas efectivo para esta bacteria. Conclusiones. Se identificd L. monocytogenes en 18,7% (14/75) de las
muestras de quesos frescos adquiridas en 10 mercados del Cercado de Lima. De estas cepas, 64,3% (9/14)
tuvieron capacidad formadora de biopeliculas.

Palabras clave. Listeria monocytogenes; Queso; Biopeliculas.

Abstract

Introduction: L. monocytogenes is a bacterium of importance in public health because it causes listeriosis,
which has serious consequences. It is associated with the consumption of foods that can be contaminated
during its production with bacteria released from pipes, surfaces and equipment biofilms. Objectives: To
analyze cheese samples in order to isolate and identify L. monocytogenes and evaluate its ability for biofilm
formation in two culture media. Design. Experimental, prospective study. Setting: Instituto de Investigacion en
Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Material: 75 samples of fresh cheese from ten markets of Cercado de
Lima. Methods: The microbiological analysis used methods described in the Bacterial Analytical Manual
of the Food and Drug Administration. The microplate method described by Djordjevic modified by Borucki
was used to determine the ability of biofilm formation. The Kruskal-Wallis test was applied. Main outcome
measures: Identification of L. monocytogenes. Results: L. monocytogenes was identified in 14 samples
(18.7%), a value representing potential risk to the consumers’ health. Nine biofilm-forming strains were found
and classified according to their optical density at 595 nm in weak and moderate formers, with significant
differences depending on the culture medium used. The brain heart infusion (BHI) was the most effective one.
Conclusions: L. monocytogenes was identified in 18.7% (14/75) of samples of fresh cheese obtained in ten of
Cercado de Lima's markets. Of these strains, 64.3% (9/14) were biofilm formers.

Keywords: Listeria monocytogenes; Cheese; Biofilms.
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INTRODUCCION

Las biopeliculas son comunidades de mi-
croorganismos adheridos a una superficie
séliday rodeada de una matriz polimérica
extracelular ™, cuya formacién por ciertas
bacterias, es considerada una estrategia
adaptativa, ya que les permite incremen-
tar su capacidad de supervivencia, desa-
rrollando gran resistencia hacia agentes
antimicrobianos, desinfectantes y saniti-
zantes, a la desecacién y a la luz ultravio-
leta, entre otros . Su estudio tiene gran
relevancia en diversos campos, como el
médico, ambiental e industrial, principal-
mente en la alimentaria, debido a que son
fuente importante y constante de conta-
minacion de alimentos, materia prima y
areas de produccion. Pueden formarse
en cualquier tipo de superficie, como
pldsticos, metales e incluso sobre los ali-
mentos, siendo la causa principal de con-
taminacion del producto final, ademas de
interferir en los procesos de produccién y
causar dafio a los equipos

El Centro para el Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC) define listeriosis
como una infeccion grave causada por
consumir alimentos contaminados con
Listeria monocytogenes . Esta bacte-
ria, grampositiva, psicrétrofa y con una
amplia distribucién en la naturaleza®, ha
sido reconocida como un serio problema
de salud publica. Afecta principalmen-
te a neonatos, embarazadas, ancianos
y pacientes inmunosuprimidos ©. La ca-
pacidad de proliferacién en ambientes
frios y humedos asi como la facilidad de
adherencia a superficies hace que L. mo-
nocytogenes tenga la habilidad de formar
biopeliculas © sobre materiales de uso
frecuente en la industria alimentaria. De
esta manera, los contaminan vy les per-
mite sobrevivir por largos periodos en el
medio ambiente, en los alimentos y en
las fabricas de alimentos 7). Actualmente
se investiga la formacion de biopelicu-
las por Listeria monocytogenes a fin de
proponer estrategias que contribuyan a
minimizar el riesgo que estas represen-
tan en la industria alimentaria y por ende
para la salud humana ©.

La aparicién de los primeros brotes de
origen alimentario de listeriosis huma-
na forzd a diferentes paises a sentar las

bases para la vigilancia, control y segui-
miento microbiolégico de L. monocyto-
genes . En 1988, se fundd en Suiza el
Centro Nacional de Referencia de Liste-
riosis (CNRL), para la caracterizacién de
los cultivos provenientes de muestras
humanas y posteriormente de animales,
alimentos y ambiente. Por el afio 1993,
la tasa anual de incidencia en Estados
Unidos disminuyo a 4,4 casos por millén,
debido a mayor regulacién de la industria
alimentaria. A partir de ese mismo afio,
en Francia, se implementd medidas de
control en todos los alimentos potencial-
mente contaminados con L. monocytoge-
nes, las mismas que consistian en el se-
guimiento microbioldgico, investigacion,
saneamiento y limpieza de las industrias
10 En China, los reportes de listeriosis
eran esporadicos; a pesar de ello, se han
venido implementado sistemas de vigi-
lancia epidemioldgica Y. Las infecciones
por esta bacteria han aumentado en afios
recientes en algunos paises industrializa-
dos tales como el Reino Unido, Alemania
y Espafia; pero, han disminuido o se han
mantenido estables en otros gracias a la
adopcién de estrategias de control de la
contaminacién de productos alimenta-
rios y a programas de difusion de medi-
das preventivas en la poblacion 223,

El queso es un alimento de amplio
consumo a nivel mundial, por sus carac-
teristicas nutritivas, funcionales, textu-
rales y sensoriales . En nuestro palis,
el mas consumido es el queso fresco. El
proceso de elaboracion de este alimen-
to es simple. No obstante, es frecuente
la contaminacion por microorganismos
patdgenos %), principalmente en la fabri-
cacion de queso artesanal, que es el que
se comercializa en los mercados urbanos.
Los casos de listeriosis humana en el Peru
se les considera esporadicos, y las publi-
caciones realizadas se han circunscrito
a documentar casos clinicos. Es por ello
que, al ser los alimentos, como el queso,
vehiculo de transmisién de enfermeda-
des, como la listeriosis, el presente estu-
dio tuvo como objetivo analizar muestras
de queso fresco provenientes de diferen-
tes mercados del Cercado de Lima, con
la finalidad de aislar e identificar L. mo-
nocytogenes y evaluar su capacidad de
formacion de biopeliculas en dos medios
de cultivo.

Diego Villanueva y col.

METODOS

El presente estudio experimental, pros-
pectivo, fue realizado en el Instituto de
Investigacion en Quimica Bioldgica, Mi-
crobiologia y Biotecnologia “Marco An-
tonio Garrido Malo” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Se ad-
quirio un total de 75 muestras de queso
fresco (200 g) procedentes de merca-
dos del Cercado de Lima. Se adquirié 8
muestras en cada uno de los siguientes
mercados: San Idelfonso, Palomino, Cen-
tral, La Merced, Santa Rosa, El Progreso,
Primero de Mayo, La Aurora, Buenos Ai-
res; en el Mercado Melchoritas solamen-
te se adquirid 3 muestras. Las muestras
fueron colectadas durante la mafiana y
transportadas en conservadores hasta al
laboratorio, donde inmediatamente fue-
ron procesadas. En los analisis microbio-
|6gicos, el procedimiento de aislamiento
e identificacion fue de acuerdo al Manual
de Bacteriologia Analitica (BAM) de la
FDA 6],

Para determinar la capacidad de for-
macién de biopeliculas se utilizé el méto-
do de microplaca de 96 pocillos descrito
por Djordjevic 7, con las modificaciones
recomendadas de Borucki *®). Para ello se
sembro cada cepa de Listeria monocyto-
genes en 10 mL de caldo tripticasa de
soya (TSB) y en 10 mL de caldo infusién
cerebro corazon (BHI), los que fueron co-
locados en incubadora a 32 °C, de 18 a
24 horas. Al término de la incubacidn, se
llevé cada cultivo hasta una turbidez se-
mejante al tubo 0,5 de la Escala Mc Far-
land. Luego se transfirio 100 uL de cada
muestra a un pocillo de la microplaca.
Esto se realizd por triplicado. Se empled
la mezcla de caldos sin inocular como
control. Se llevé a incubacion a 32 °C por
20 horas. Después, se removio el medio
de cultivo de los pocillos, los cuales fue-
ron lavados con agua estéril cinco veces.
Se dejaron secar las placas y se agrego a
los pocillos solucién cristal violeta 0,1%,
dejandose por 45 minutos, al término de
los cuales, fueron lavados nuevamente
con agua estéril. El analisis cuantitativo se
realizd afiadiendo 200 ulL de etanol 96%
a cada pocillo. Se transfirieron las alicuo-
tas y se las llevd a 2 mL de etanol 96%
para leer la densidad dptica a 595 nm.
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Luego, se empled las recomendaciones
de Stepanovic % para definir el punto de
corte (DOC) y la clasificacion de las cepas.
El DOC se define como el promedio de
las densidades dpticas obtenidas en los
controles negativos mds 3 desviaciones
estandar. La clasificacion de la capacidad
de formacion de biopelicula de las cepas
se hizo en base a la densidad dptica (DO)
y DOC: cepas no formadoras: DO < DOC;
cepas formadoras débiles: DOC < DO < 2
x DOC; cepas formadoras moderadas: 2 x
DOC < DO < 4 x DOC; cepas formadoras
fuertes: 4 x DOC < DO.

Los resultados obtenidos fueron anali-
zados empleando el programa Sigma Stat
Statistical Software (IBM SPSS Statistics
22.0); se aplicd las pruebas no paramétri-
cas Kruskal-Wallis para determinacion de
diferencias significativas, con un nivel de
significacion p<0,05.

RESULTADOS

De las 75 muestras de queso fresco ana-
lizadas, se logré aislar L. monocytogenes
en 14 (18,7%). Segun los resultados,
correspondieron a cada mercado los si-
guientes porcentajes de muestras positi-
vas: Primero de Mayo y La Aurora 37,5%
(3/8) cada uno, Santa Rosa y Buenos Ai-
res 25% (2/8) cada uno; Palomino, Mer-
cado Central y La Merced 12,5% (1/8)
cada uno; y Melchoritas 33,3% (1/3). No
se detectaron muestras positivas en los
mercados Sn Idelfonso y El Progreso.

Se encontrd que 64,3% (9/14) de las
cepas de L. monocytogenes aisladas te-
nian la capacidad de formar biopeliculas.
Cuando se utilizdo como sustrato el TSB, se
hallé que 7,1% (1/14) de las cepas tuvie-
ron capacidad moderada, 57,2% (8/14)
tuvieron capacidad débil y 35,7% (5/14)
no presentaron capacidad de formar bio-
peliculas. Al emplear un medio enrique-
cido como el caldo BHI, 14,3% (2/14) de
las cepas tuvieron capacidad moderada
de formar biopeliculas, 50% (7/14) ca-
pacidad débil y 35,7% (5/14) no tuvieron
capacidad de formar biopeliculas.

Se encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas entre las ab-
sorbancias de los medios de enriqueci-
miento estudiados (TSB y BHI) (p<0,05,
Kruskal-Wallis).

DISCUSION

Los alimentos asociados frecuentemen-
te a brotes de listeriosis son los produc-
tos lacteos, los que pueden promover
el crecimiento bacteriano debido a sus
factores intrinsecos como pH, actividad
de agua, entre otros. En el presente estu-
dio, la proporcién de L. monocytogenes
en quesos frescos fue de 18,7%, la que
se considera elevada, coincidiendo con
Davison ?% que investigd en Chile la pre-
sencia de L. monocytogenes en 68 mues-
tras de quesos frescos artesanales, obte-
niendo una incidencia de 15% (10/68).
En México, Soto @Y investigd la incidencia
de dicha bacteria en 75 quesos frescos,
obteniendo un valor de 9,3%. En Brasil,
Brito ?? aislé L. monocytogenes en leche,
queso fresco y ambientes industriales,
obteniendo una incidencia de 11% (6/55)
en quesos frescos. Por otro lado, la pro-
porcion de L. monocytogenes en nuestro
estudio es mayor a lo hallado por investi-
gadores peruanos en Trujillo, como Diaz
23 quien detectd su presencia en 3,34%
de muestras de quesos frescos.

La capacidad de formacion de biope-
liculas de L. monocytogenes depende de
una serie de factores, ya sea relaciona-
dos a las propiedades fisicoquimicas de
la superficie y a la hidrofobicidad, pH,
temperatura y composicion de nutrien-
tes; o relacionados a las cepas, como el
serotipo. La produccién de biopeliculas
por L. monocytogenes en el presente es-
tudio fue muy variable, ya que el rango
de absorbancias oscild entre 0,2y 1,3 a
595 nm. Dichos resultados coinciden con
las investigaciones de Djordjevic y col/,
quienes estudiaron la capacidad de for-
macién de biopeliculas de 31 cepas, en-
contrando absorbancias que oscilaron
entre 0,3y 1,4, medidas a la misma lon-
gitud de onda. Harvey ® en su investi-
gacion sobre produccion de biopeliculas
por L. monocytogenes evalué 138 cepas,
empleando como medio de cultivo TSB
y encontrd que todas las cepas eran for-
madoras de biopeliculas, clasificandolas
como débiles (92%), moderadas (6,5%)
y fuertes (1,5%). Esta clasificacion se
realizd arbitrariamente, ya que no men-
ciona el uso de un algoritmo para ello, y
hace que difiera de lo obtenido en este
estudio, en el cual se siguieron las reco-

mendaciones sugeridas por Stepanovic
19 Los resultados obtenidos ademas po-
nen de manifiesto la influencia del nivel
nutricional del medio de cultivo sobre la
formacion de biopeliculas, ya que se ob-
servo diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre las absorbancias en los cul-
tivos en TSB y BHI (p<0,05). El medio BHI
permitio la expresion de una mayor canti-
dad de formadores moderados de biope-
liculas que el medio TSB. Dichos resulta-
dos coinciden con las investigaciones de
Stepanovic y Carrillo **%°, Sin embargo,
difiere de lo reportado por Kadam 9, ya
que encontré una mayor produccion de
biopeliculas en medios minimamente en-
riquecidos, postulando que condiciones
minimas nutricionales pueden estimular
la produccion de biopeliculas por esta
bacteria. El hallazgo de esta bacteria nos
proporciona informacién que sustenta la
revision de las medidas de higiene y sa-
nidad para lograr condiciones de calidad
aceptables. La capacidad bacteriana de
formacion de biopeliculas es una caracte-
ristica que podria ser incorporada como
parte del monitoreo se superficies en
ambientes de preparacion de alimentos,
pues es el principal origen de contamina-
cion de los productos.

El presente estudio tiene como limi-
taciones el control de algunos factores
que podrian influenciar en la formacion
de las biopeliculas bacterianas, como las
caracteristicas propias del alimento, pH 'y
composiciéon proximal, que no fueron de-
terminadas. Asi mismo, también podrian
estar implicados factores genéticos del
microorganismo, lo cual requiere poste-
riores investigaciones para su aclaracion.

En conclusion, la proporcién de Lis-
teria monocytogenes en quesos frescos
adquiridos en 10 mercados del Cercado
de Lima fue 18,7% (14/75). Las muestras
positivas fueron de los mercados Prime-
ro de Mayo y La Aurora 37,5% cada uno,
del mercado Melchoritas 33,3%, en los
mercados Santa Rosa y Buenos Aires 25%
cada uno, en los mercados Palomino,
Central y La Merced 12,5% cada uno, y en
los mercados San Idelfonso y El Progreso
no se detectd L. monocytogenes.

Se hallé que 64,3% (9/14) de las cepas
aisladas de queso fresco tuvieron capa-
cidad para formar biopeliculas, 7,1% de
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ellas capacidad moderada y 57,2% capa-
cidad débil, cuando se empled TSB como
sustrato. Cuando se empled BHI, 14,3%
de las cepas tuvieron capacidad modera-
day 50% capacidad débil.
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