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Resumen

L. monocytogenes es un patdgeno oportunista de transmision alimentaria. Presenta
la particularidad de resistir a diversas condiciones de estrés pudiéndose adaptar mediante la
produccidon de biofilms. Esta caracteristica representa un grave problema para la industria
alimentaria. Se clasifica en 13 serotipos, aunque sélo cuatro (1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b)
representan la causa del 89,0 al 98,0% de los casos de listeriosis en todo el mundo. Esto
sugiere que determinadas cepas de L. monocytogenes tienen mas probabilidades de causar
enfermedad que otras. El objetivo del presente estudio fue detectar y serotipificar Listeria
monocytogenes provenientes de distintas matrices de alimentos y monitoreos ambientales
de plantas de procesamiento en Argentina. Dichas matrices constan de cdrnicos, alimentos
listos para consumo, bebidas hidricas, alimentos lacteos y vegetales congelados. Se
analizaron 2124 muestras en el periodo 2016-2021, a partir de las cuales se detectaron 291
aislamientos compatibles con L. monocytogenes arrojando un porcentaje de positividad para
este patégeno del 13,7%. Posteriormente se seleccionaron 180 cepas para analisis molecular
de serogrupos mediante la puesta a punto de una técnica molecular. Si bien los serotipos
1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b son los mas frecuentemente detectados en productos alimenticios, en
este estudio se observd que el serogrupo lla (n=9) representa el 5,0%, Ilb (n=116) representa
el 68,9%, lic (n=37) representa el 20,5% y IVb (n=10) representa el 5,6%. De las 180 cepas
analizadas, 161 pertenecen a matrices alimentarias propiamente dicho y 19 pertenecen a
cepas aisladas de monitoreos ambientales realizados en los establecimientos donde se
manufacturan los alimentos.

Ademads se realizé la identificacion a nivel de género y especie empleando
MALDI-TOF MS vy se observd que partiendo de medios de cultivo selectivos y diferenciales,

se obtienen buenos resultados para tales fines.

Este trabajo resalta la importancia de la deteccién y serotipificacién de L.
monocytogenes para la toma de medidas accionables e identificacion de brotes asi como
también es el primero en Argentina en describir un extenso estudio en matrices

alimentarias.



Introduccion

Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) constituyen uno de los
principales desafios para la salud publica mundial. Las ETAs son provocadas por el consumo
de productos alimenticios o agua contaminados con bacterias, parasitos, virus, hongos, las
sustancias que estos producen o sustancias téxicas en cantidades tales que afecten la salud
de una persona en forma aguda o crénica (Torrens et al., 2015). Estos sintomas pueden
durar algunos dias, incluyen vémitos, dolores abdominales, diarrea y fiebre. La duracion de
los sintomas varia de acuerdo a la cantidad de bacterias o toxinas presentes en el alimento,
la cantidad de alimento consumido y el estado de salud general de la persona, entre otros

factores (Fernandez et al., 2012).

Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las ETAs constituyen uno de los
problemas de salud publica mas relevantes a nivel mundial, tanto en paises desarrollados
como en paises en vias de desarrollo. Pese a esto, el riesgo de padecer enfermedades de
transmision alimentaria es mayor en los paises de ingresos bajos y medianos. Esto se debe
directamente a la preparacion de alimentos con agua no segura, la falta de higiene, las
condiciones inadecuadas en la produccién y almacenamiento de los alimentos. Ademas, la
desigualdad en el acceso a la educacion y la insuficiencia de compromiso politico en materia
de inocuidad alimentaria o su falta de aplicacion también influye en la problematica
(Wisbaum, 2011). Uno de los ultimos informes de la OMS alerta que cada afio hasta 600
millones de personas en todo el mundo, casi una de cada diez, enferman tras consumir
alimentos contaminados. De estas personas, 420 mil mueren, siendo 125 mil nifios y nifias

menores de cinco afios.

La industria de los alimentos evoluciona constantemente y la tecnologia juega un
papel fundamental en este sector. Los avances cientificos, técnicos y tecnoldgicos permiten
hoy producir alimentos que se adaptan a las demandas de los consumidores y los nuevos

habitos de consumo, con procesos productivos diversos, cubriendo la demanda de mercados
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globales. Los cambios de habitos en el consumo, la existencia de poblaciones susceptibles y
las diversas adaptaciones de las poblaciones microbianas representan un nuevo desafio en

el control de las ETAs (Arispe & Tapia, 2007).

Una salud

El concepto de “una salud” fue ideado para disefiar y aplicar programas, politicas,
leyes e investigaciones, en los cuales, multiples sectores trabajan para mejorar la salud
publica. Los tres pilares fundamentales de este concepto son la inocuidad de los alimentos,
el control de las zoonosis (enfermedades transmisibles entre animales y humanos) y el
estudio de la resistencia a los antimicrobianos (Ferri, 2018). Ademas, segun la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE), el 60,0% de los patégenos que enferman al hombre

provienen de los animales domésticos o salvajes (Castro, 2010).

La emergencia y reemergencia de enfermedades asociadas a los alimentos motivaron
la revalorizacién del concepto “un mundo, una salud” por parte de la OMS, la Organizacién
de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la OIE, a saber que la
salud humana y la sanidad animal son interdependientes y estan vinculadas a los

ecosistemas en los cuales coexisten (Ryu et al., 2017).

Abordar la salud desde esta perspectiva es fundamental ya que existen una gran
cantidad de microorganismos que afectan tanto a los animales como a los humanos. El
esfuerzo proveniente de un solo sector no puede prevenir o eliminar el problema y es por
esto que se requieren de intervenciones multidisciplinarias que preserven la salud en su

totalidad (Zunino, 2018).

Enfermedades zoondticas

Las zoonosis son un grupo de enfermedades que se transmiten de forma natural de
los animales a los hombres y viceversa. Los agentes infecciosos involucrados incluyen
bacterias, virus, parasitos y hongos. El término deriva de dos vocablos griegos: zoon (animal)
y nosos (enfermedad). En un sentido mds estricto, las enfermedades que se transmiten del

animal al hombre se denominan “antropozoonosis”, mientras que aquellas que se
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transmiten del humano al animal se conocen como “zooantroponosis” (Messenger et al.,

2014).

En los ultimos afios se ha observado una emergencia y reemergencia de algunas
zoonosis, fendmeno vinculado estrechamente a cambios ecoldgicos y socioculturales en

donde la poblacién animal y humana comparten habitat (Zaragoza et al., 2019).

La transmisidon de las zoonosis puede ocurrir por diferentes vias, a través del contacto
directo con un animal enfermo (por ejemplo Brucelosis), por medio de algun fluido corporal
como orina o saliva (Leptospirosis), por el consumo de alimentos de origen animal que no
cuenten con controles sanitarios correspondientes (Salmonelosis), por el consumo de frutas
y verduras crudas mal lavadas o alimentos de origen animal (como es el caso de nuestro
trabajo: Listeriosis) o mediante la presencia de alglun intermediario (vector) como pueden

ser los mosquitos u otros insectos (Baez, 2019).

Listeria monocytogenes

Generalidades

L. monocytogenes forma parte de la familia Listeriaceae, del género Listeria. Hasta el
dia de hoy se conocen veinte especies de Listeria que se subdividen en dos grandes grupos:
Listeria sensu stricto, constituida por las especies de Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii y Listeria marthii; y Listeria
sensu lato, constituida por la especie Listeria grayi, Listeria rocourtiae, Listeria fleischmannii,
Listeria weihenstephanensis, Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria cornellensis,
Listeria riparia, Listeria grandensis, Listeria booriae, Listeria newyorkensis, Listeria

costaricensis, Listeria goaensis y Listeria thailandensis (Leclercq et al., 2019).

Dentro de este grupo, L. monocytogenes es la de mayor interés por ser responsable
casi exclusiva de la listeriosis en el ser humano y L. ivanovii por ser patégena principalmente
para los animales de la especie ovina y caprina pudiendo afectar también al ser humano

(Allerberger & Wagner, 2010) (Gan et al., 2020). En el caso de L. seeligeriy L. welshimeri,
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raramente causan infeccion en humanos y las demds no se asociaron con enfermedad

animal o humana hasta el momento (Orsi et al., 2011).

Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos gram positivos cortos,
regulares, no esporulados ni ramificados, que se observan en la tincién de Gram en
disposicidn individual o formando cadenas cortas. Su tamafo puede variar entre 0,5 a 2 um.
Estas bacterias presentan la particularidad de presentar un tipo de movilidad llamado
“tumbling” cuando es incubada entre 20°Cy 25°C, siendo inmovil a temperatura de 35°C. Es
un microorganismo psicrétrofo con rango de temperatura de crecimiento entre 0°Cy 45°Cy
su temperatura dptima de crecimiento es entre 30°Cy 37°C. Puede crecer con niveles de pH
entre 4,4y 9,4, con una actividad de agua (aw) 20,90 y tolera concentraciones hasta 20,0%
de NaCl (Milillo et al., 2012). Las colonias de L. monocytogenes en un medio agarizado son
pequefias (de 1 a 2 mm tras uno o dos dias de incubacién) y lisas. Se destaca su capacidad
para producir B-hemdlisis en agar sangre y el factor de CAMP (Christrie, Arkins, Munich -

Petersen) (Mathakiya & Nayak, 2011).

L. monocytogenes es un patégeno oportunista que presenta la particularidad de
resistir a diversas condiciones de estrés como congelacion, secado, acidez y frio, pudiéndose
adaptar a estas condiciones mediante la produccién de biofilms. Esta caracteristica
representa un grave problema para la industria alimentaria por la dificultad en el control de

las plantas de procesado (van der Veen et al., 2010).

L. monocytogenes se clasifica en 13 serotipos, aunque tan sdlo tres (4b, 1/2ay 1/2b)
representan por si solos la causa del 89,0 al 96,0% de los casos de listeriosis en todo el
mundo. Esto sugiere que determinadas cepas de L. monocytogenes tienen mas

probabilidades de causar enfermedad que otras (Lopez et al., 2006).

Listeriosis como enfermedad transmitida por los alimentos

Por muchos anos, L. monocytogenes se considerd patdgeno de los animales y recién
a partir de 1980 se empezd a considerar su papel como patégeno humano transmitido por el

consumo de alimentos contaminados (Schlech et al., 1983).
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Actualmente, se estima que L. monocytogenes es uno de los agentes mas
importantes de enfermedades de transmisidon alimentaria. La posible explicacion de esta
enfermedad en humanos se debe a los importantes cambios a nivel de la produccion,
procesamiento y distribucidn de alimentos y materias primas, la refrigeracion, los cambios
de habitos y la cultura de la alimentacidn de la poblacién asi como también un aumento de
la susceptibilidad de las personas a la enfermedad (ancianos, personas gestantes, recién
nacidos e inmunosuprimidos) incluyendo a los afectados por VIH (SIDA) (Shamloo et al.,

2019).

Patogenia

La patogenia de la infecciéon por L. monocytogenes aun no se encuentra del todo
comprendida. Debido a que los alimentos son la principal ruta de entrada del patégeno, el
tracto gastrointestinal es el primer sitio de contacto de L. monocytogenes en el hospedero
(Vera et al., 2013). Esta bacteria es capaz de atravesar las tres barreras fisioldgicas: intestinal,
hematoencefdlica y placentaria. Al cruzar la barrera intestinal, la bacteria se absorbe desde
el lumen intestinal atravesando las células epiteliales y si el sistema inmune no logra
controlar la infeccién, la bacteria continda multiplicdndose y la infeccién puede diseminarse
al torrente sanguineo. La mayoria de las bacterias alcanza el higado y el bazo donde se
replica en el interior de macrofagos o células epiteliales. La supervivencia del hospedero
depende del desarrollo de una efectiva respuesta inmune adaptativa; de otro modo, la
bacteria puede pasar al torrente sanguineo y alcanzar cerebro o placenta, causando
infecciones sistémicas potencialmente letales (Camejo et al., 2011). La capacidad de L.
monocytogenes de replicarse en el citosol de células infectadas y diseminarse de
célula-célula le permite evitar la respuesta inmune humoral. Ademds, L. monocytogenes
produce infeccién grave debido a la capacidad que tiene de inducir su propia fagocitosis por
células fagociticas y no fagociticas del huésped. Por esta razdn, se considera un parasito

intracelular facultativo (Pamer, 2004).
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Formas clinicas

Listeriosis gastrointestinal no invasiva

Es la forma clinica mas habitual y se encuentra vinculada con los brotes de
toxiinfeccién alimentaria (Zhu et al., 2017). El inéculo necesario para causar enfermedad
varia dependiendo de la cepa y de la situacién del huésped. Los pacientes pueden ser
portadores asintomaticos o sufrir deposiciones acuosas, nauseas, vomitos, cefalea,
artromialgias y fiebre, sintomas que suelen autolimitarse, salvo que presenten alguna

condicién inmunosupresora (Artola et al., 2010).

Listeriosis invasiva

La listeriosis invasiva se produce cuando una infeccién inicial del tejido intestinal
producida por L. monocytogenes deriva en la invasion de otras partes del organismo. Los
organos que se infectan mas habitualmente son el Utero gravido, el sistema nervioso central

(SNC) y la sangre (Artola et al., 2010).

Principalmente se producen las siguientes infecciones invasivas:

Enfermedad gestacional y neonatal: para las personas gestantes, la forma mas
frecuente de presentacion de la listeriosis es la fiebre con pocos sintomas acompafantes. La
mayoria de estas personas presentan bacteriemia, sindrome seudogripal leve, fiebre,
escalofrios, artromialgias, lumbalgia, tos, cefalea, mareo o sintomas gastrointestinales
(Konar, 2017). La mayor gravedad es en el tercer trimestre, ya que puede producirse aborto,
muerte fetal, mayor tasa de cesareas, prematuridad, sepsis y muerte neonatal. Los neonatos
pueden adquirir la infeccidn intradtero o durante el parto y sufrir sepsis, microabscesos y
granulomas diseminados, infeccién respiratoria o meningitis, que se detectan en el

nacimiento o luego, y conllevan a alta morbilidad y mortalidad. (C et al., 2008).

Bacteriemia: en inmunodeprimidos, la forma mas frecuente, es la bacteriemia sin
foco identificable que cursa con fiebre, deterioro rdpido y a menudo fulminante (Lepe,

2020).
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Infeccion del sistema nervioso central: los cuadros se pueden presentar como
meningitis o meningoencefalitis. Afecta a neonatos (periodo perinatal precoz), adultos
mayores e inmunodeprimidos. El cuadro se manifiesta con fiebre sutil y cambios cognitivos,

hasta el curso fulminante (Jimenez et al., 2017).

Adaptacion y resistencia de L. monocytogenes

L. monocytogenes es un patdgeno resistente a una amplia gama de condiciones de
estrés. Como consecuencia, este microorganismo es extremadamente dificil de controlar a lo
largo de toda la cadena alimentaria, desde la produccién hasta el almacenamiento y
consumo. Los brotes frecuentes de infeccidn por L. monocytogenes ilustran que las medidas
de descontaminacién y conservacion no son suficientes para controlar a este patégeno. Con
el fin de mejorar las medidas y que estas sean mas eficientes para prevenir la contaminacion
durante el procesamiento y controlar el crecimiento durante el almacenamiento, es crucial
conocer los mecanismos utilizados por L. monocytogenes para tolerar las condiciones de
estrés en las diferentes matrices alimentarias y los entornos de procesamiento de alimentos

(Bucur et al., 2018).

Capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas
Los tratamientos térmicos y el control de la temperatura son estrategias que se han
utilizado histéricamente en la produccidn y conservacién de los alimentos para prevenir o

limitar la contaminacion y la proliferacion de patdgenos transmitidos por alimentos. Sin

embargo, la eficacia de los tratamientos térmicos contra L. monocytogenes esta limitada por
la capacidad intrinseca de este microorganismo para sobrevivir y replicarse activamente a

temperaturas entre - 0,4°C y 45°C (Chaturongakul et al., 2008) .

Resistencia a las altas temperaturas

Los tratamientos térmicos suaves (<100°C) se aplican principalmente en el
procesamiento de alimentos para inactivar las células microbianas vegetativas de las
bacterias que deterioran los alimentos y los patdgenos transmitidos por los alimentos.
Dichos tratamientos garantizan la seguridad alimentaria y una vida util mds prolongada
siempre que los alimentos se envasen y almacenen de forma adecuada (van Boekel et al.,

2010). Sin embargo, la principal preocupacidon con el procesamiento térmico de los

15



alimentos sigue siendo la capacidad de las bacterias patégenas lesionadas de manera
subletal para recuperarse y crecer durante el almacenamiento posterior al procesamiento.
Esto presenta particular relevancia para L. monocytogenes debido a su capacidad de crecer

en un amplio rango de temperaturas.

La resistencia de las cepas de L. monocytogenes al calor varia significativamente
entre los serotipos. De acuerdo a las investigaciones de Shen et al. (2014), las cepas
pertenecientes al serotipo 1/2a mostraron una menor tolerancia al calor (hasta 2 log
Unidades Formadoras de Colonias - UFC/ml), mientras que las cepas de los serotipos 1/2b y
4b exhibieron una variabilidad extensa (de indetectable a 4 log UFC/ml). La mayor tolerancia

al calor se registrd para una cepa de serotipo 7 (5 log UFC/ml) (Shen et al., 2014).

Las células de L. monocytogenes expuestas a tensiones subletales de temperatura
pueden volverse considerablemente mas resistentes al calor. Los investigadores
anteriormente nombrados, encontraron que la exposicion de L. monocytogenes a una
temperatura de 48°C durante 30 minutos condujo a la adaptacion al estrés por calor entre
las células bacterianas. Ademas, el sometimiento a este leve estrés durante un corto tiempo
no afectd la capacidad de crecimiento (Shen et al., 2014). También se demostré que la sal
potencia la capacidad de L. monocytogenes para resistir los tratamientos térmicos
(Jgrgensen et al., 1995). Esto puede deberse al efecto protector de la disminucion de la
actividad del agua en el medio de crecimiento (Shebuski et al., 2000). La acidez es otro

factor que puede influir en la termotolerancia de las bacterias (Ramos et al., 2014).

Resistencia a bajas temperaturas

L. monocytogenes se considera una bacteria psicrotolerante debido a su capacidad
para resistir a temperaturas bajas como -0,42C (Chan & Wiedmann, 2009). Esta tolerancia al
estrés frio es responsable de la deteccidn de L. monocytogenes en productos alimenticios
refrigerados (Tasara & Stephan, 2006). Las bajas temperaturas dan como resultado una
disminucion de las tasas metabdlicas y cambios en la composicion de la membrana,
expresion de proteinas de choque frio (Csps) y absorciéon de compuestos crioprotectores

(Cordero et al., 2016; Neunlist et al., 2005; Phadtare et al., 1999).
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La capacidad de L. monocytogenes de sobrevivir a la congelacién y al
almacenamiento a temperaturas inferiores a -182C en carnes, también depende de la acidez
del alimento. El dafio que producen las bajas temperaturas a la estructura de la bacteria, se
da en las primeras 24 horas de congelacién y este dafo permanece constante o bien se
incrementa durante los 14 dias siguientes. Aunque el dafio celular hace perder la capacidad
infectiva de la bacteria, esta puede recuperar su capacidad de multiplicacion si estd
sometida a condiciones favorables para su crecimiento. Es por esta razén, que el pH del
alimento es el factor que mas influye en la capacidad de Listeria spp. para resistir a las bajas
temperaturas. Asi, valores de pH inferiores a 4,74 hacen que L. monocytogenes muestre una
disminucion en la recuperaciéon de células que han sido dafadas por el frio (Flanders &

Donnelly, 1994).

Resistencia a la acidez

La acidez es un método de conservacidon de alimentos ampliamente aplicado a
productos lacteos, carnicos y vegetales, y se logra principalmente mediante la fermentacion
por bacterias presentes en los alimentos crudos o afiadidas como cultivos (Hill et al., 2017).
Este efecto conservante se consigue por los productos del metabolismo que son acidos
orgéanicos débiles (por ejemplo, acetato o lactato) que tienen actividad antimicrobiana y
también por la inhibicion del crecimiento microbiano (Caplice & Fitzgerald, 1999). L.
monocytogenes tiene varios mecanismos para mantener su pH interno bajo condiciones de

estrés acido.

Resistencia a las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por una amplia gama de
bacterias acido lacticas (BAL) y en su mayoria son activos contra bacterias gram-positivas,
incluida L. monocytogenes (Chikindas et al., 2018). Las bacteriocinas se utilizan como

aditivos alimentarios naturales y seguros que se emplean en una gran variedad de productos

alimenticios (como frutas, verduras, productos lacteos y carnes). Estas se producen in situ
mediante las BAL que se utilizan para la fermentacién de los alimentos o se afiaden de forma
exégena (Silva et al.,, 2018). La mayoria de las bacteriocinas son especificas y actuan

inhibiendo el crecimiento, alterando la homeostasis de la membrana y formando poros.
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Un ejemplo de esto es la nisina que se usa en productos lacteos y carnicos con el fin
de inhibir el crecimiento de patdégenos transmitidos por los alimentos, incluidos L.

monocytogenes (Gharsallaoui et al., 2016).

Produccién de Biofilms

La persistencia de residuos orgdnicos en los entornos de procesamiento de alimentos
puede dar lugar a la creacién de sitios de refugio microbiano, biopeliculas y nichos, que
pueden servir como fuentes de contaminacidon cruzada. Los biofilms constan de células
bacterianas encapsuladas en una matriz de exopolisacaridos que les permite adherirse entre
si y a superficies, y que ademas protege a las bacterias de condiciones adversas. Estas
bacterias forman microcolonias dentro de una matriz en donde por medio de poros y
canales permiten el transporte de oxigeno, nutrientes y residuos. Ademas esta matriz
aumenta la resistencia a los desinfectantes. L. monocytogenes es uno de los patégenos que

puede formar biopeliculas.

Estos biofilms pueden formarse en todas las areas de procesamiento de alimentos,
incluidos pisos, paredes, tuberias y desaglies. Muchas veces, la dificultad de limpiar y
desinfectar las grietas, cintas transportadoras, pasteurizadores, entre otras dareas y
equipamientos de dificil acceso, favorece la formacidon del biofilm. Esta formacion de
biofilms afecta la eficacia de los antimicrobianos (Sofos & Geornaras, 2010). Los patdgenos
como L. monocytogenes, pueden persistir en las plantas de procesamiento de alimentos
desde meses hasta afios (Tompkin, 2002). Es fundamental comprender las condiciones y los
mecanismos que permiten que las bacterias se adhieran y formen biopeliculas para poder

desarrollar procedimientos de control efectivos (Sofos, 2009).

Epidemiologia

La listeriosis es una enfermedad severa, prevenible y tratable. Es considerada una
enfermedad relativamente rara (0,1 a 10 casos por milléon de personas, dependiendo del pais
y la regién) y grave. Aunque el nimero de casos es pequefio, la alta tasa de mortalidad de
entre 20,0 y 30,0%, la convierte en un importante problema para la salud publica mundial

(Hernandez-Milian & Payeras-Cifre, 2014).
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Segln los ultimos datos del Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) en el afio 2014, la incidencia fue cercana a 0,30 casos por cada
100.000 habitantes en Estados Unidos (675 casos reportados en 47 Estados y el Distrito de
Columbia) (CDC, 2021). En la ultima informacion publicada por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés), durante el afio 2018 se reportaron
2549 casos de listeriosis humana en la Union Europea, con una tasa de hospitalizacién del
97,0% y 229 muertes, lo que implica una tasa de mortalidad del 15,6%. Particularmente en
Espafna, ademds, en ese mismo afio, hubo 432 casos confirmados. Posteriormente entre
agosto y septiembre de 2019 ha tenido lugar el brote de listeriosis mds importante
registrado en ese mismo pais, asociado al consumo de carne mechada, afectando a 216

personas (European Food Safety Authority, n.d.).

Muchos de los estudios que se han realizado en América Latina, coinciden en que
existe un subreporte de casos y una subestimacién de la enfermedad. Sin embargo, se
espera que por las condiciones sanitarias de muchos de estos paises, la frecuencia y la
letalidad sea elevada en comparacion con paises centrales (Castellanos et al., 2019; Mercado
et al., 2012; Ramirez et al., 2007). En una investigacion realizada en Chile, detectaron que las
hospitalizaciones por listeriosis han aumentado en forma progresiva en los ultimos afios,
concentrandose en los meses no calurosos y asociandose principalmente a pacientes adultos
vulnerables (Sedano et al., 2013). En México, la situacidon es similar, la falta de datos exactos
sobre la importancia de esta bacteria plantea la necesidad de concientizar a las instancias
correspondientes para definir estrategias de busqueda de L. monocytogenes en alimentos y
de la recopilacion de informacidon precisa que permita conocer la importancia clinica y
epidemioldgica de la listeriosis (Castafieda-Ruelas et al., 2018). Por su parte, en un estudio
realizado en Perd, L. monocytogenes ocupa el primer lugar como causa de meningitis
neonatal, en donde la incidencia hospitalaria es de 1,5 casos por cada mil nacidos vivos y la

letalidad del 3,8% (Lewis et al., 2017).

Segln la bibliografia, la tasa de prevalencia de L. monocytogenes encontrada en
alimentos puede variar entre 1,0% y 10,0%, pudiendo incluso ser mayor. Segun estudios
realizados entre septiembre de 2012 y enero de 2014 en China, se observé que la

prevalencia total de L. monocytogenes fue 20,0% en alimentos crudos. Las muestras
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comprendidas en ese estudio fueron vegetales, hongos comestibles, carne cruda, productos

acuaticos y productos congelados (Wu et al., 2015).

Por su parte, un estudio realizado en Colombia en donde se realizo la busqueda de L.
monocytogenes en diversas muestras de manipuladores de alimentos de empresas de
carnicos y lacteos, se observé una prevalencia del 10,4% comparado con antecedentes
bibliograficos que reportaron una prevalencia del 0,8%. En consecuencia, se demuestra una
subestimacion en la busqueda y aislamiento de este patdégeno en muestras de alimentos

(Delgado et al., 2012).

Situacion en Argentina

Es importante destacar que en Argentina, la listeriosis no es una enfermedad de
notificacién obligatoria y se cuenta con pocos datos sobre la prevalencia de L.
monocytogenes, por lo que se puede asumir que existe una subnotificacién de Ia
enfermedad y el desconocimiento del real impacto en la salud publica nacional (Isequilla,

2018).

Desde el afio 1985 y hasta el 2016, el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR)
registréd 310 casos de listeriosis invasiva. Todos estos casos corresponden principalmente a
sepsis y meningitis. Sin embargo, se desconoce la incidencia de L. monocytogenes en
abortos espontaneos, dado que el aislamiento del microorgnismo requiere de medios de
enriguecimiento y selectivos complejos, no disponibles generalmente en los laboratorios de

microbiologia clinica tradicional (P. et al., 2006).

Hasta el presente no se documentaron brotes asociados a alimentos contaminados.
Debido a las caracteristicas Unicas de la listeriosis, la vigilancia epidemioldgica tradicional
representa dificultades para la deteccion temprana. En el afio 2018, la Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) realizd el retiro
preventivo del mercado de diferentes productos congelados a base de maiz y otros
vegetales, de distintas marcas provenientes de una planta hidngara. La decisién obedece a

gue el Sistema Europeo de Alerta Rdpida para Alimentos y Piensos (RASFF, por sus siglas en
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inglés) reportd que productos procesados en ese establecimiento estuvieron involucrados

en un brote de listeriosis en Europa.

Con el anterior antecedente, en ese mismo ano, la Comision Nacional de Alimentos
(CONAL), en la reunion N°124, y teniendo en cuenta la importancia y el impacto que esta
tematica presenta para los referentes de control de la inocuidad de alimentos en todo el
pais, acordd dar tratamiento en el marco del Programa Federal de Control de Alimentos
(PFCA) al tema de vegetales congelados/supercongelados para abordar su tratamiento en un
esquema integral y elaborar una propuesta con el fin de abrir el debate y generar acuerdos

sobre las acciones a seguir.

En el afio 2020, se resolvid incorporar al Codigo Alimentario Argentino (CAA) el
Articulo 925 bis denominado “Los Vegetales Congelados/Supercongelados”. De esta manera,
se incorporaron los criterios microbiolégicos correspondientes a la Norma I1SO 11290-1:2017
(ISO 11290-1:2017, 2017) para la busqueda y el recuento de L. monocytogenes tanto en
aquellos que no requieren tratamiento térmico como aquellos que si lo requieren. A su vez,
se incorporaron observaciones para los establecimientos elaboradores de estos productos
para asegurar la calidad y salubridad de la comunidad. En caso de no cumplir con los
criterios microbioldgicos establecidos, se deberan adoptar medidas de gestidon inmediatas
que correspondan segun el riesgo. Asi mismo, la autoridad sanitaria debera evaluar los
antecedentes del establecimiento y los resultados de las auditorias para ampliar la evidencia
de los hallazgos encontrados y tomar las medidas pertinentes en cada caso (BOLETIN
OFICIAL REPUBLICA ARGENTINA - SECRETARIA DE CALIDAD EN SALUD Y SECRETARIA DE
ALIMENTOS, BIOECONOMIA Y DESARROLLO REGIONAL - Resolucién Conjunta 2/2020, n.d.).

Alimentos asociados a la transmisién de L. monocytogenes

Los alimentos que mas frecuentemente se han visto involucrados en los brotes de
esta enfermedad son:
1) Alimentos listos para consumo.
2) Productos carnicos.
3) Lacteos elaborados con leche sin pasteurizar.

4) Vegetales crudos y congelados.
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5) Pescados crudos y ahumados.

Alimentos listos para consumo

Los alimentos mds frecuentemente implicados en los brotes por L. monocytogenes
son aquellos que se encuentran listos para el consumo, refrigerados y con una vida util
prolongada. Principalmente dentro de esta categoria encontramos pescados ahumados,
productos carnicos tratados por calor (patés, fiambres, salchichas cocidas, etc.) y quesos de

pasta blanda.

La mayoria de los alimentos listos para consumo incluyen una fase de la produccion
en la que se elimina Listeria (coccidn, horneado, etc.), lo que garantiza su seguridad. Por eso,
la contaminacién de estos alimentos suele producirse después de tratamiento térmico y
antes de su envasado final por contacto con materias primas contaminadas (contaminacion
cruzada) o con superficies mal desinfectadas de la planta de produccidon (mesas de trabajo,

utensilios, cintas transportadoras, etc.) (Ballesteros Arribas, 2019).

Productos carnicos

Los productos carnicos y sus derivados, se consideran como una de las principales
fuentes de listeriosis humana causada por L. monocytogenes. Segun la bibliografia
publicada, la alta prevalencia en la carne y los productos carnicos contaminados por L.
monocytogenes pueden ocurrir a nivel de procesamiento, lo que puede estar relacionado

con las condiciones de higiene de los establecimientos (M. Chen et al., 2019).

Otros estudios informaron que las probabilidades de contaminacion cruzada de L.
monocytogenes puede ser mediante tablas de cortar, balanzas, cajas de fiambres, fregaderos
de preparacién de fiambres, desaglies de piso, pisos de los frigorificos y estantes para

cuchillos (Hoelzer et al., 2012).
Debido a estas razones, la carne y los productos cdrnicos, desempeiian un rol

fundamental en las enfermedades de transmision alimentaria, fundamentalmente en la

listeriosis humana lo que plantea un grave problema para la salud publica de los

22



consumidores (M. Chen et al., 2019) y una matriz fundamental para control por parte de las

entidades sanitarias.

Productos lacteos

Los productos lacteos, en particular los quesos blandos, son una gran preocupacion
para la industria lactea y las autoridades de salud publica, ya que son una fuente principal en
los brotes de listeriosis. Los quesos ofrecen un ambiente adecuado para la supervivencia y
crecimiento de L. monocytogenes, permitiendo que este patégeno presente respuestas de
tolerancia que favorecen su instalacion en el queso y su persistencia en las plantas
procesadoras de lacteos. El cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), la
observacion de los Puntos Criticos de Control del Anélisis de Peligros (HACCP, por sus siglas
en inglés) y la vigilancia del patégeno en el entorno de elaboracién del queso, son cruciales

para ofrecer a la poblacién un producto seguro (Melo et al., 2015).

La pasteurizacion es un tratamiento eficaz contra patdgenos transmitidos por
productos lacteos. Sin embargo, los quesos son productos listos para consumo, que no
presentan ninguna instancia de tratamiento térmico previo a su consumo y generalmente se
conservan a temperaturas de refrigeracién que permiten la supervivencia y proliferacién de
bacterias psicrotréficas como L. monocytogenes. Es por esto que, la pasteurizacidén de la
leche cruda, no elimina los riesgos de contaminacidon de los productos lacteos por L.
monocytogenes (Gould et al., 2014). Debido a estas razones, los productores de quesos
consideran a L. monocytogenes como el principal peligro en la industria alimentaria y la

salud humana (Le et al., 2014).

Vegetales y vegetales congelados

La provisién de vegetales durante cualquier época del afio se debe a la tecnologia de
la congelacion. Esta instancia de preservacion permite incrementar la vida util de los
alimentos, contribuyendo a reducir el desperdicio. A pesar de que la congelacidon de los
vegetales es una tecnologia que permite mantener parte de los nutrientes, puede presentar
una serie de riesgos microbiolégicos para el consumidor, puesto que en este proceso los

alimentos no se someten a ningln tratamiento térmico de conservacion. Debido a su
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capacidad de resistir bajas temperaturas, en este tipo de alimentos, L. monocytogenes

presenta particular importancia (Panadero et al., 2019).

Monitoreo ambiental

L. monocytogenes tiende a ingresar en las plantas procesadoras de alimentos desde
el exterior por parte de los operarios, asi como también en el transporte utilizado para el
ingreso de las materias primas, por medio de animales que excretan la bacteria o tengan la
piel contaminada, mediante vegetales crudos contaminados, etc. Una vez dentro de la
industria puede llegar al producto por medio de los manipuladores, las superficies de
contacto, los equipos y las herramientas de trabajo o el propio ambiente en general (Sanz &
Luis, 2017). La resistencia y persistencia previamente mencionadas de esta bacteria
dificultan su eliminacién, que junto con las altas tasas de mortalidad en los seres humanos,
hacen que las industrias deban establecer un plan de control que garantice la seguridad de

los alimentos elaborados (Niesch-Inderbinen et al., 2021).

Para prevenir la contaminacién de los alimentos con esta bacteria, es fundamental
las buenas practicas de manufactura e higiene y el control efectivo de la temperatura en
toda la cadena de produccién alimentaria, incluyendo la distribucion y el almacenamiento
de alimentos. Ademas se debe evitar la contaminacién cruzada y controlar tanto las fuentes
y vias de contaminacién por L. monocytogenes, como su crecimiento en el producto hasta el

final de su vida util (Sanz & Luis, 2017).

Monitoreos y puntos de control segtiin CAA

El CAA en el capitulo Il articulo 18 bis (ANMAT, 2017) detalla que los
establecimientos elaboradores, industrializadores y/o fraccionadores, deberan respetar las
“Directrices para la Aplicacion del Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
— HACCP”. El monitoreo debe proporcionar informacién a tiempo para poder realizar las
correcciones de modo de asegurar el control del proceso. Los datos obtenidos del monitoreo
deberdn ser evaluados por el personal designado para este propdsito en cada una de las
industrias y se deberan tomar medidas. Si el monitoreo no es continuo, su frecuencia debera

ser suficiente como para garantizar que los puntos criticos de control (PCC) estén revisados y
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comprobados. Ademas, todas las actividades del monitoreo deben documentarse y todos los
registros y documentos relacionados con el monitoreo de los PCC deberan estar firmados

por la persona o personas encargadas de la tarea.

Legislacion

La dosis infectiva de L. monocytogenes es de 10*> UFC en el caso de los grupos
susceptibles o de riesgo, y de 10*® para la poblacién inmunocompetente (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2004; Liu et al, 2008b; Ray & Bhunia, 2013).
Pese a esto, la relacion dosis-respuesta de la listeriosis humana y el rol de la virulencia adn
no se encuentran bien dilucidadas. Segun un modelo utilizado por la EFSA, el 92,0% de los
casos de listeriosis invasiva serian atribuibles a dosis superiores a 100.000 UFC por porcion.
Los brotes se relacionan principalmente con alimentos que presentan altos niveles de L.
monocytogenes. Pese a que existen evidencias de la variabilidad de la patogenicidad entre
cepas, en la actualidad contindan considerandose todas las cepas de L. monocyogenes,

igualmente virulentas.

La cantidad de L. monocytogenes tolerada por gramo de alimento, varia segun los

distintos paises del mundo y se encuentran reguladas por diversas legislaciones:

- Normativa de la Unidén Europea: maximo de 100 UFC/g en alimentos que se
comercializan dentro de su vida util, como ser la carne picada, alimentos listos para
consumo, preparados de carne jamon, paleta cocida, frutas y hortalizas, leche
pasteurizada, quesos, subproductos lacteos, anchoas, salmdn, entre otros. En otros

casos se exige ausencia en 25 g de alimento.
- Normativa EE.UU: 0 UFC en 25 g de muestra.

En Argentina, el CAA (Cddigo Alimentario Argentino, 2018), exige en quesos de
mediana, alta y muy alta humedad, ausencia de L. monocytogenes en 25 g de muestra, al
igual que en el queso mozzarella, queso rallado, requesén, entre otros (Capitulo VIII:
alimentos lacteos). Indica ademas que no debe haber L. monocytogenes en 25 g de:
salazones (cocidos y crudas), jamén crudo, pernil de cerdo, chacinados (embutidos y no

embutidos) y huevo cocido (con y sin cdscara) (Capitulo VI: Alimentos carneos y afines).
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El articulo 156 tris (Capitulo Ill) corresponde a las comidas preparadas listas para
consumo: preparaciones con o sin coccién de uno o varios productos alimenticios de origen
animal o vegetal con o sin la adicién de otras sustancias autorizadas para el consumo. En
este tipo de preparaciones, el CAA, exige la ausencia de L. monocytogenes en 25 g de

alimento.

Variabilidad de la virulencia en las distintas poblaciones de L.
monocytogenes

La contaminacion de alimentos con L. monocytogenes es muy frecuente y por lo
tanto la exposicién de la poblacién suele ser muy amplia. Pese a esto, la enfermedad se
asocia con una pequefia subpoblacion de esta especie bacteriana y se da principalmente en
algunos individuos susceptibles. El estudio de serotipos y subtipos moleculares de L.
monocytogenes responsables en los brotes epidémicos de listeriosis, fue el puntapié inicial
de la idea de variabilidad de la virulencia. De esta manera, se demostré que un pequefo
numero de serotipos y clones estan implicados en brotes (Y. Chen et al., 2005). Gracias a
esto, se conoce que existen distintos grupos de cepas genéticamente homogéneas que
podrian tener distinto potencial patogénico (Pohl et al., 2006). Es por esta razdon que
identificar una subespecie de L. monocytogenes de las cepas que producen listeriosis y

evaluar su potencial patogénico, es primordial para controlar y prevenir la enfermedad.

Serovariedades de L. monocytogenes

En la actualidad, se conocen cuatro serogrupos que por su antigeno somatico (O)
(1/2, 3, 4y 7), y combinados con los antigenos flagelares (H) conforman hasta el momento
trece serovariedades o serotipos de L. monocytogenes: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 4a, 4ab, 4b,
4c, 4d, 4e y 7 (Seeliger & Hohne, 1979; Struijk & Mossel, 2003). Sin embargo, cuatro de ellos
(1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b) han sido aislados en aproximadamente el 98,0% de los casos
humanos y animales (Graves et al., 2007; Seeliger & Hohne, 1979; Tappero, 1995). Algunas
de estas serovariedades son compartidas por L. innocua, que es considerada la variante no

patogena de L. monocytogenes (Tabla 1).

Table 1: Serovariedades segln especie
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Especie Serovariedad
Listeria monocytogenes 1/2a,1/2b, 1/2¢, 3a,3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4ey 7
Listeria ivanovii 5
Listeria innocua 4ab, 63, 6b
Listeria welshimeri 6a, 6b
Listeria seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b

De esto se desprende que no todas las cepas de L. monocytogenes tienen igual
capacidad de causar enfermedad en humanos (den Bakker et al., 2008; Doumith, Cazalet, et
al., 2004; Ragon et al., 2008; Velge & Roche, 2010). Como se menciond anteriormente, los
serotipos responsables de la mayoria de las listeriosis humanas han sido: 1/2a, 1/2b, 1/2cy
4b; sin embargo, caracterizaciones fenotipicas y genotipicas relacionadas sugieren que el
serotipo 4b ha sido responsable de los brotes mds importantes de listeriosis humanas
transmitidas por alimentos. Por otra parte, en ambientes de fabricas y en alimentos, se han

aislado con mayor frecuencia los serotipos 1/2ay 1/2b (Mufioz, 2012).

L. monocytogenes es un patdgeno con estructura clonal y su potencial patogénico
difiere entre los diferentes grupos clonales, asi como también la especificidad por el
huésped y la adaptacion a diferentes nichos ecolégicos. Ademas se demostré que L.
monocytogenes se divide en tres linajes segln la secuencia de los genes de virulencia hly,
iap y fla que codifican la flagelina. El linaje | contiene las serovariedades 1/2b, 3b, 3cy 4b, el
linaje Il comprende las serovariedades 1/2a, 1/2c y 3a y el linaje Il las serovariedades 4a y
4c. Aquellos aislamientos del linaje | incluyen los clones epidémicos de L. monocytogenes
responsables de la mayor cantidad de casos humanos de listeriosis. Los pertenecientes al
linaje Il provienen mayoritariamente de muestras de alimentos y ambiente, y los del linaje llI

provienen fundamentalmente de animales (Tabla 2).

Tabla 2: Linajes de Listeria monocytogenes

Linaje Serovariedad Fuente

27




| 1/2b, 3b, 3¢, 4b Humanos

Il 1/2a, 1/2c, 3a Alimentos y ambiente

1 4a, 4c Animales

Identificacion de L. monocytogenes y sus serotipos

En la actualidad, existen gran cantidad de métodos disponibles en el mercado para la
deteccidn e identificacién de L. monocytogenes en muestras de alimentos y ambiente. Pese
a esto, las pruebas microbioldgicas convencionales, contintan utilizdndose como técnica de
referencia o “gold standard” frente a las cuales se comparan y validan todos los demds
métodos. Las técnicas convencionales son muy sensibles y tienen la ventaja de que no
requieren equipamiento sofisticado ni inversiones costosas. Pero también presentan la
desventaja de que se llevan a cabo en un periodo de tiempo considerable, la experiencia
practica del operador, la necesidad de productos quimicos, reactivos y medios diversos y la
subjetividad relativa que supone la interpretacidon del crecimiento bacteriano en medios

selectivos y diferenciales (Merino, 2011).

Método de aislamiento convencional

El aislamiento para la posterior identificacion microbiana de L. monocytogenes a
partir de muestras de alimentos requiere la utilizacién de medios de cultivo selectivos y
diferenciales e instancias de enriquecimiento que permitan la multiplicacidn de las bacterias

hasta un numero suficiente que asegure la detectabilidad.

El Comité Técnico de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion 1ISO/TC 34,
Subcomite SC 9, Microbiologia de Productos Agroalimentarios, afirma que la Norma ISO
11290:2017, partes 1y 2, puede utilizarse para la deteccidén de L. monocytogenes vy Listeria

spp. en gran variedad de muestras de alimentos.

Estudio de serotipos de L. monocytogenes.

El estudio de serotipos constituye una herramienta importante como primer nivel de

diferenciacion de las cepas de L. monocytogenes. La serotipificacién de este patdgeno se
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utiliza en los estudios epidemioldgicos, a pesar de poseer una capacidad de discriminacion
baja y que existen cepas no serotipificables (Jeffers et al., 2001). Sin embargo, constituye
una técnica valiosa para llevar a cabo la vigilancia y el estudio de brotes (Callejo et al., 2008).
Una misma cepa, de un mismo origen, puede sobrevivir y propagarse durante largo periodo
de tiempo y causar varios brotes, lo que da como resultado una epidemia. Una premisa
basica es que los aislamientos que forman parte de la misma cadena de transmisién y son
descendientes de la cepa inicial, se denominan clones. En este caso, una funcién importante
de la subtipificacion molecular es identificar con precisién la relacion clonal entre los
aislados reconociendo tempranamente un brote y colaborar en la identificacién de las rutas
de transmision. Por lo tanto, el criterio mds importante para la subtipificacion molecular es
la relevancia epidemioldgica, que se define como la capacidad de agrupar aislados que estan
asociados epidemioldgicamente con una epidemia/brote particular y separa estos aislados

de aquellos que no estdn asociados (Y. Chen et al., 2005).

La tipificacion de L. monocytogenes realizada mediante electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE), es el método de subtipificacién estandar para detectar brotes de
listeriosis. Dicho método es muy preciso y reproducible para la comparacién de estructuras
finas y la tipificacién molecular de L. monocytogenes (Brosch et al., 1996). Sin embargo,
también requiere mucho trabajo y tiempo por lo que, con fines practicos, se realiza la

tipificacion a nivel de serogrupo.

La serotipificacién de L. monocytogenes también se puede realizar con métodos de
aglutinacién tradicionales pero su uso se encuentra limitado por el alto costo que tienen los
reactivos de alta calidad, la disponibilidad y la necesidad de estrictos conocimientos técnicos
para realizar el ensayo. Ademas, la reproducibilidad de la serotipificacién no siempre es
satisfactoria (Schonberg et al., 1996). En este marco, distintas técnicas de reaccién en
cadena de la Polimerasa (PCR) convencionales tomaron relevancia para la deteccién de
serogrupos y serotipos de L. monocytogenes (Borucki & Call, 2003; Y. Chen & Knabel, 2007;

Doumith, Buchrieser, et al., 2004).
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Deteccidn de serogrupos de L. monocytogenes

La deteccion de los serogrupos de L. monocytogenes se realiza mediante PCR
multiple, realizada por Doumith et al. (2004). Mediante esta técnica se pueden identificar
cuatro serogrupos moleculares:

- Serogrupo lla (incluye serotipos 1/2a, 3a).

Serogrupo llb (incluye serotipos 1/2b, 3by 7).

Serogrupo lic (incluye serotipos 1/2cy 3c).

Serogrupo Vb (incluye serotipos 4b, 4d y 4e).

Este procedimiento se utiliza para la investigacion de brotes. De esta manera, la
informacion del serogrupo permite discriminar entre los aislamientos que probablemente
pertenezcan a un brote y los que no forman parte de este disminuyendo el nimero de cepas
a las cuales se les deberia realizar la identificacion de serotipo por PFGE. Ademas, esta
identificacion se utiliza para la vigilancia microbioldgica a largo plazo de la listeriosis
humana. Para la industria alimentaria, el rastreo de cepas contaminantes dentro de la
cadena alimentaria y el entorno vegetal es de primordial importancia (Doumith, Buchrieser,

et al., 2004).

Identificacion empleando MALDI-TOF MS

Generalidades

Existen métodos de identificacidn alternativos que superan las dificultades de los
métodos tradicionales y en las uUltimas décadas han ganado espacio en el laboratorio de
microbiologia. El desarrollo de la tecnologia MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight-mass spectrometry, en espafiol: desorcién/ionizacion laser asistida
por una matriz con deteccidon de masas por tiempo de vuelo) ha permitido la utilizacion de la
espectrometria de masas en la identificacion de microorganismos mediante el analisis de
proteinas, principalmente ribosomales, a través de la creacidn de un espectro de masas que

es especifico para cada género y especie (Patel, 2015).
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Antecedentes del empleo de MALDI-TOF MS en aislamientos de L. monocytogenes

provenientes de alimentos

Las investigaciones sobre la aplicacién de MALDI-TOF MS para la identificacion de
aislamientos de fuentes de alimentos y bebidas son escasas comparadas a las aplicaciones
en microbiologia clinica, pese a esto, en los Ultimos afios se ha observado un crecimiento
sostenido en las publicaciones en esta tematica (Angelakis et al., 2011; Doan et al., 2012;

Fernandez-No et al., 2010).

Algunas investigaciones realizadas en aislamientos de L. monocytogenes
provenientes de matrices alimentarias aseguran que la identificaciéon a nivel de especie
depende de las condiciones de cultivo y que es mas efectiva para los aislamientos cultivados
en agar cromogénico Agar Listeria Ottaviani Agosti (ALOA) durante 24 h (Jadhav et al., 2015).
Por otra parte, otras investigaciones revelan que la identificacién de Listeria spp. utilizando
MALDI-TOF MS, solo podria lograrse a nivel de género a excepcién de L. grayi (Farfour et al.,

2012).

Por su parte, el manual de la Red Nacional de Espectrometria de Masas aplicada al
laboratorio de Microbiologia Clinica proporciona la siguiente recomendacién: MALDI-TOF
identifica correctamente a nivel de género, pero no discrimina a nivel de especie
(generalmente entre L. monocytogenes y L. innocua) aun con valores de score >2,0 (Rocca et
al., 2020). El fabricante recomienda la extraccidn etandlica para la identificacidn correcta a
nivel de especie; sin embargo, es conveniente la confirmacion de la especie con pruebas

fenotipicas.

Debido a las preocupaciones en la salud publica y las estrictas regulaciones asociadas
con la presencia de este patégeno en alimentos y entornos de procesamiento de alimentos
es que son necesarias las técnicas de deteccidn y subtipificacidn rapidas y confiables (Jadhav
et al., 2015). Es por esta razdn, que las investigaciones acerca de la deteccidn de linajes de L.

monocytogenes se encuentran en alza.
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Objetivos

Objetivo general

Detectar y serotipificar Listeria monocytogenes en distintas matrices de alimentos.

Obijetivos particulares

1)

2)

3)

Realizar la busqueda y aislamiento (segtn I1SO 11290:2017) de L. monocytogenes en
distintas matrices de alimentos derivados a un laboratorio de microbiologia de
alimentos en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires correspondientes al periodo 2016
-2021.

Efectuar la serotipificacion molecular de L. monocytogenes mediante la puesta a
punto e implementaciéon de una técnica molecular de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR mdultiple) para la deteccién de distintos serogrupos de L.
monocytogenes (serogrupos lla, llb, lic, IVb).

Llevar a cabo la identificacion de L. monocytogenes a nivel de especie empleando
MALDI-TOF MS partiendo desde el medio de cultivo Agar Cromogénico para Listeria
de Acuerdo a Ottaviani y Agosti (ALOA).
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Capitulo 1: Analisis de muestras totales

Materiales y métodos

Equipos

- Dilumat Start (BPS-04). Biomerieux.

- Agitador Stomacher (AGI-16). | Mix, Interlab.

- Equipo de Osmosis inversa (OSM-05).

- Autoclave Chamberland (ATC-07, ATC-03).

- Camara frigorifica (CFR-01).

- Estufa de incubacion a 37°C (EST-25). Sanjor.

- Quemador de ansas 400 (ETR-06). ORL.

- Campana de bioseguridad (CAM-01). Steril GARDHood.
- Micropipetas de 10 ul, 20 ul, 200 pl y 1000 pl (PIP-ALI). Thermo Scientific.
- Vortex (AGI-19). Dragon-Lab.

- Freezer -70°C (FRI-01).

- Freezer -20°C (FRI-08). Whirlpool.

- Heladera Mabe (HEL-45).

- Heladera Whirlpool (HEL-44).

- Bafio termostatico estacionario (BAN-15). Vicking, modelo Manson.

Reactivos

- Suplemento Citrato Férrico de amonio 5% esteril. Biokar (Zac de Ther, Francia).

- COMPASS Listeria agar suplemento selectivo. Biokar (Zac de Ther, Francia).

- COMPASS Listeria agar suplemento enriquecedor. Biokar (Zac de Ther, Francia).

- Suplemento selectivo para Listeria. PALCAM. Segln Van Netten. Bioartis (Buenos
Aires, Argentina).

- L-Rhamnosa. Rosco (Taastrup, Dinamarca).

- D-Xylosa. Rosco (Taastrup, Dinamarca).
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Medios

- Half Fraser Broth (HFB)/Fraser Broth (FB). Biokar (Zac de Ther, Francia).

- COMPASS Listeria - ALOA (Agar Listeria de acuerdo a Ottaviani y Agosti). Biokar (Zac
de Ther, Francia).

- PALCAM Listeria Agar Selectivo. Bioartis (Buenos Aires, Argentina).

- Agar Sangre Ovina (ASO). Britania (Buenos Aires, Argentina).

- TS-YEA (Tripteina Soja extracto de levadura agar). Segun los componentes.

- Brain Heart Infusion (BHI). Oxoid (Hampshire, Reino Unido).

- Tripteina Soja Broth (TSB). Acumedia (Michigan, Estados Unidos).

- Glicerol. Biopack (Buenos Aires, Argentina).

Cepas control

Para la busqueda e investigacion de este patégeno, se utilizaron cepas control de
Listeria monocytogenes ATCC 19111 vy Listeria innocua ATCC 33090. Para la reaccién de
CAMP, se utilizd la cepa de Rhodococcus equi ATCC 6939 y Staphylococcus aureus ATCC
25923. Ademas se utilizd una cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212 como control
negativo. Todas las cepas se inocularon en 5 ml de BHI y se incubaron a 37°C + 1°C durante
18 horas. Luego se repicaron en Agar Sangre Ovina, incubando a 37°C + 1°C durante 24-48

horas.

Muestreo

Lugar y periodo de muestreo

El estudio de busqueda y aislamiento de L. monocytogenes comenzé en el afo 2016 y

se extendid hasta marzo de 2021 en la Ciudad Autdnoma de Buenos Aires.

Especificaciones para la toma de muestra

La toma de muestra propiamente dicha, fue realizada por los clientes en plantas
procesadoras de alimentos, frigorificos, compafiias procesadoras de carne, supermercados,

comedores y otros expendedores de alimentos.
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Las especificaciones generales del laboratorio para la toma de la misma fueron las
siguientes:

- Las muestras deben ser enviadas en bolsa estéril y refrigeradas en contenedor entre
0-7°C.

- Almacenamiento: en caso de no ser enviadas inmediatamente al laboratorio, las
materias primas de origen animal deben ser refrigeradas preferentemente entre 0°C
y 4°C y hasta un maximo de 7°C. Otras materias primas, se deben almacenar a la
menor temperatura que permita conservar su calidad.

- La cantidad de muestra debe ser suficiente para realizar el ensayo y guardar

contramuestra para una futura repeticién. Se aconseja enviar como minimo 100 g.

Tamanfo de la muestra

Entre el afio 2016 y el 2021, se llevaron a cabo 2124 peticiones en matrices
alimentarias y monitoreos ambientales recolectadas de distintos origenes y establecimientos
a las cuales se les solicitaba la busqueda de L. monocytogenes y Listeria spp. para analizar
mediante la norma I1SO 11290:2017 (/SO 11290-1:2017, 2017). De la totalidad de las

muestras, se obtuvieron 291 aislamientos compatibles con L. monocytogenes. (Figura 1).

Figura 1: Diagrama del tamafio de las muestras (capitulo 1)
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Matrices

Las matrices en las cuales se ha buscado y encontrado L. monocytogenes presentan
multiples origenes. Para facilitar esta division, se tomd como referencia los distintos

capitulos del Cédigo Alimentario Argentino (Tabla 3).

Tabla 3: Capitulos del CAA y alimentos con presencia de L. monocytogenes

Capitulo del CAA Descripcidon Alimentos involucrados
Capitulo Ill - Condiciones Alimentos listos para consumo Sanguches de jamon y queso,
generales (Articulo 156 tris) bagel con lomito ahumado y

queso, rechessa tres quesos,
ensaladas, ciabattas, wrap de
jamon y queso, bagel de huevo y
panceta, empanadas de queso y
hamburguesa y empanadas de
pollo.

Capitulo VI Alimentos carneos y afines Carne vacuna, pollo y chacinados
tanto embutidos (salames y
salchichas) como salazones

(paleta, fiambre cocido de pata de

cerdo y bondiola).

Capitulo VIII Alimentos lacteos Queso y mozzarella feteada.
Capitulo XI (Articulo 925 bis) Alimentos vegetales Brécoli congelado envasado.
Capitulo XII Bebidas hidricas, agua y aguas Helados.
gasificadas

Obtencidn de aislamientos y procesamiento de muestras

Deteccidn de Listeria monocytogenes y Listeria spp. de acuerdo a Norma I1SO 11290:2017

Preparacion de la muestra

Los envases intactos de las muestras que arriban al laboratorio se desinfectaron con

etanol al 70% en el sitio de la incision previo a la toma de muestra.
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Primer enriquecimiento selectivo

Se pesaron 25 g + 2,5 g de muestra en 225 ml + 22,5 ml de caldo HFB en una bolsa
estéril (Whirl-pak® sampling bag) en Dilumat programado para que dispense una proporcion
1:10 de caldo. Luego se agitd en agitador tipo stomacher durante dos minutos. En el caso de
las esponjas, se utilizaron 90 ml + 9 ml de HFB en Dilumat programado. Posteriormente se

incubd a 25h + 1ha30°C+ 1°C.
Segundo enriquecimiento selectivo

Se transfirieron 0,1 ml + 0,02 ml del HFB en 10 ml £ 0,5 ml de FB. Se incubd a 37°C +
1°C por 24h £ 2h. En el caso de busqueda de otras especies de Listeria spp., se incubd 24h

adicionales.
Estriado en placas de agar selectivo y diferencial

Se tomé una ansada del enriquecimiento de HFB y del FB y se estridé en una placa de
ALOA y posteriormente una placa de PALCAM como segundo medio de cultivo selectivo y
diferencial. Segun las especificaciones del agar ALOA, se incubd a 37°C £ 1°C por 48h + 2h. El

agar PALCAM se incubd a 35°C + 1°C por 48h + 2h.

Las colonias presuntivas de L. monocytogenes en el agar ALOA se observaron de color
verde azuladas rodeadas de un halo opaco. Las presuntivas de Listeria spp. se observaron
verde azuladas sin halo. Aquellas colonias compatibles con L. monocytogenes o Listeria spp.
que se observaron a las 24h en agar ALOA fueron identificadas. En los casos en los cuales no
se observaron colonias caracteristicas a las 24h se continud la incubacion de las placas hasta

las 48h.

En el agar PALCAM, las colonias caracteristicas del género Listeria spp. se observaron

grises a verdes rodeadas de halos de color marrén oscuro a negro.
Caracterizacion fenotipica de Listeria spp.

Pruebas bioquimicas y fisioldgicas: para la identificacidon de las especies de Listeria

spp. se realizaron las siguientes pruebas.
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1. Produccién de hemodlisis: a partir del medio ALOA o PALCAM (selectivo y diferencial),
se tomd una colonia caracteristica aislada y se sembrdé sobre agar sangre. En
simultdneo se realizd el mismo procedimiento con el control positivo (L.
monocytogenes ATCC 19111) y el control negativo (L. innocua ATCC 33090) para la
hemolisis. Luego se incubd a 37°C £ 1°C durante 24h. Las cepas compatibles con L.
monocytogenes mostraron una zona clara, estrecha e iluminada (denominada
beta-hemdlisis) en el agar sangre. L. innocua, por su parte, no mostré una zona clara
evidente alrededor de la estria.

2. Fermentacion de hidratos de carbono: a partir de la placa de agar sangre, se
realizaron dos suspensiones en solucion fisiolégica. A una de ellas se le adicioné un
disco de L-Rhamnosa y a la otra uno de D-Xylosa. Posteriormente se incubaron
ambas suspensiones a 37°C £ 1°Cy se evaluaron a las 4h y a las 24h.

3. Prueba de CAMP: la prueba de CAMP se realizé en agar sangre conjuntamente a una
cepa ATCC de Staphylococcus aureus (evidenciando una CAMP positiva) y de
Rhodococcus equi (evidenciando una CAMP negativa). Simultdneamente se
sembraron las cepas control (L. monocytogenes y L. innocua) y los aislamientos a

caracterizar. Las placas se incubaron a 37°C durante 18h a 24h. (Flujograma 1).

Conservacion de los aislamientos de Listeria spp.

Los aislamientos de L. monocytogenes obtenidos en el laboratorio desde el aifio 2016,
se conservaron a -70°C en TSB, con 20,0% de glicerol. Para la apertura de las cepas
necesarias para la siguiente etapa, se descongelaron y posteriormente, se tomé una alicuota
y se repicd en Agar Sangre, incubado a 37°C £ 1°C durante 24h-48h, hasta obtener un
desarrollo microbiano satisfactorio. Todas las cepas de L. monocytogenes posterior analisis

de serotipificacion molecular, se conservaron en TSB con 20% de glicerol a -70°C.
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Flujograma de trabajo: Deteccidn de L. monocytogenes y Listeria spp.
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Flujograma 1: Busqueda y aislamiento de L. monocytogenes y Listeria spp mediante norma

I1SO 11290:2017.
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Resultados

Muestras totales

El origen de las muestras arribadas al laboratorio (n = 2124) fueron los siguientes:
carnicos (n=873; 41,1%), alimentos listos para consumo (n=300; 14,1%), bebidas hidricas,
agua y agua gasificada (n=375; 17,7%), superficies (n=282; 13,3%), correctivos y
coadyuvantes (n=176; 8,3%), vegetales congelados (n=58; 2,7%), alimentos lacteos (n=35;
1,6%), alimentos farinaceos - cereales, harinas y derivados (n=10; 0,5%), empaques (n=7;

0,3%), alimentos azucarados (n=5; 0,2%) y alimentos balanceados (n=2; 0,1%) (Figura 2).

Porcentajes por categoria

Carnicos
RTE
Correctivos y
Farinaceos
Lacteos
Azucarados
Bebidas hidricas
Empaques
Superficies
Balanceado
Vegetal

0 10 20 30 40 50

Cétegorias

Porcentaje

[ Porcentaje/total de muestras

Figura 2: Porcentaje de muestras totales por categoria

De las 2124 muestras, se detectaron 291 aislamientos compatibles con L.
monocytogenes que correspondieron a las siguientes categorias: carnicos (n=154; 52,9%),
alimentos listos para consumo (n=48; 16,5%), bebidas hidricas, agua y agua gasificada (n=16;
5,5%), superficies (n=64; 22,0%), vegetales congelados (n=3; 1,0%), alimento lacteo (n=5;

1,7%), alimento balanceado (n=1; 0,3%) (Figura 3).
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Aislamientos de L. monocytogenes por matriz

60

40
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Figura 3: Porcentaje de positividad de L. monocytogenes sobre el total de positivos
detectados en el laboratorio

Porcentaje de positividad total
De las 2124 muestras analizadas durante este periodo, en donde se obtuvieron 291
aislamientos compatibles con L. monocytogenes se desprende que el porcentaje de

positividad obtenido en el laboratorio, fue del 13,7% (Figura 4).

Porcentaje de positividad

86,3%

@ Presencia de Listeria monocytogenes
Ausencia de Listeria monocytogenes

Figura 4: Porcentaje de positividad

La terminologia empleada para informar los resultados, se basa en la Norma ISO
11290:2017 en donde obtenemos dos posibles resultados: Ausencia de Listeria
monocytogenes y Presencia de Listeria monocytogenes, segun corresponda en cada caso.
En la ultima actualizacion del afo 2017, ademas de informar la presencia de L.

monocytogenes también se debe informar la presencia de Listeria spp. cuando corresponda
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e identificar las otras especies incluidas en este género. Para los fines de la tesis sélo

abordaremos las cepas identificadas como L. monocytogenes. En la Figura 5 se observan dos

cultivos puros de L. monocytogenes en los dos medios de cultivo empleados en la Norma ISO

11290:2017.

Figura 5: Cultivos de L. monocytogenes en medios de cultivos selectivos y diferenciales. Izg.
Colonias verdes-azuladas con halo. Der. Colonias grises rodeadas de halos marrones oscuros.

Porcentaje de positividad por matriz

Teniendo en cuenta la cantidad de aislamientos compatibles con L. monocytogenes

gue se aislaron en cada una de las matrices, podemos discriminar la siguiente informacion

en cuanto al porcentaje de positividad en cada una de las categorias. Para los fines de esta

tesis nos centraremos en las matrices con mayor prevalencia en el trabajo diario del

laboratorio (carnicos, alimentos listos para consumo, monitoreos ambientales y bebidas

hidricas). Los porcentajes de positividad de cada una de las categorias se encuentran

detallados en la Tabla 4.

Tabla 4: Cantidad de muestras por categoria y cantidad de aislamientos positivos en cada

una de esas categorias

Categorias Cantidad total Cantidad de positivos (%)
Cérnicos 873 154 (17,6%)
Alimento listo para consumo 300 48 (16,0%)

42




Correctivos y coadyuvantes 176 0(0,0%)
Alimentos farinaceos - cereales, harinas y derivados 10 0(0,0%)
Alimento lacteo 35 5(14,3%)
Alimentos azucarados 5 0(0,0%)
Bebidas hidricas, agua y agua gasificada 375 16 (4,2%)
Empaques 7 0 (0,0%)
Superficies 282 64 (22,7%)
Alimento balanceado 2 1 (50,0%)
Vegetal congelado 58 3(5,1%)
Total 2124 291 (13,7%)

Categoria de carnicos

Con el objetivo de hacer un andlisis exhaustivo de cada una de las matrices

trabajadas en el laboratorio, se realizd6 una subclasificacion de la categoria de carnicos

(n=873), de la siguiente manera: carne vacuna cruda (n=585; 67,0%), embutido (n=126;

14,4%), chacinado (n=92; 10,5%), rebozado de pollo (n=52; 6,0%), carne cocida: roja y blanca

(n=16; 1, 8%) y carne de pescado (n=2; 0,2%) (Figura 6).

Porcentaje de matriz carnica total

® R depollo @ C.vacunacruda @ Chacinado
C. cocida: roja y blanca

Embutido

Figura 6: Subclasificacién de la categoria de cdrnicos
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Porcentaje de positividad por tipo de cérnico

En cuanto a la categoria de cdrnicos se evalué el porcentaje de positividad en cada
una de las subcategorias. El porcentaje de positividad para L. monocytogenes mas alto lo
hemos encontrado en los rebozados de pollo (n=21; 40,4%), seguido de los embutidos
(n=34; 27,0%), chacinados (n=17; 18,5%) y carne vacuna cruda (n=82; 14,0%). Ademas se
observé que en las categorias de carne cocida y carne de pescado, no se obtuvieron

aislamientos compatibles con L. monocytogenes (Figura 7).

Positividad por subcategoria de carnico
Cantidad total [ Cantidad de positivos

Rebozado de
pollo

C. vacuna
cruda

Chacinado

Embutido

C. cocida:
roja y blanca

Tipo de carnico

Pescado

0 200 400 600

Figura 7: Positividad de L. monoytogenes por subcategoria de carnico
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Discusion

La listeriosis es un problema de salud publica importante en todo el mundo con una
alta tasa de morbilidad. La vigilancia de L. monocytogenes en alimentos es de suma

importancia para la evaluacion de riesgos (M. Chen et al., 2019).

En esta primera etapa se determind la presencia de L. monocytogenes en diferentes
alimentos, establecimientos productores de alimentos, frigorificos y expendios de alimentos

y se analizaron las caracteristicas fenotipicas de los aislamientos obtenidos.

Si bien se estima que en nuestro pais la prevalencia de L. monocytogenes
recuperadas de muestras de alimentos varia entre el 1,0 y el 10,0% [ANMAT,
https://www.argentina.gob.ar/anmat], se cree que este dato podria estar subestimado o
subreportado debido a la dificultad en las busquedas microbioldgicas, la no sospecha de
este patogeno por parte de las industrias productoras de alimentos y la ineficacia de los
sistemas de reportes (Barancelli et al., 2020; Rodriguez-Auad, 2018). Esta situacidn se vio
reflejada en el estudio realizado en el laboratorio en donde se observé que de un total de
2124 muestras en las cuales se les solicitd investigar la presencia de L. monocytogenes, se
encontré su presencia en 291, es decir, que el porcentaje de positividad total de L.

monocytogenes fue de 13,7%.

La epidemiologia de L. monocytogenes difiere segun las partes del mundo, las
distintas zonas urbanas de un mismo pais, las costumbres de la poblacién, asi como los
esfuerzos de los sistemas de vigilancia en detectar a este patdgeno, entre otros. Por
ejemplo, el porcentaje obtenido en nuestra investigacion, si bien es menor al 20,0%
propuesto por Wu et. al (2015), es mas alto que que el estimado en nuestra regién (1% a
10% segin ANMAT). Pese a esto, otras investigaciones detectaron un valor inferior al
anteriormente comentado con una prevalencia promedio de L. monocytogenes en

productos alimenticios de alrededor del 4,0% (Li et al., 2018; Ranjbar & Halaji, 2018).

En una investigacion realizada en Chile, durante el periodo 2008 - 2012, en donde se

analizaron gran cantidad y diversidad de muestras (2647 muestras de alimentos y 448
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superficies de trabajo), observaron que L. monocytogenes estuvo presente en un 10% de las
muestras (principalmente en carnes y alimentos listos para consumo) y en el 4% de las
muestras ambientales (Saludes et al., 2015). De acuerdo a la diversidad de muestras
analizadas, la regién del mundo y las costumbres de la poblacién, la investigacion

anteriormente nombrada, presenta ciertas semejanzas con el corriente estudio.

Tal como nombramos anteriormente, L. monocytogenes presenta la versatilidad de
persistir en gran diversidad de ambientes e industrias alimentarias, especialmente a bajas
temperaturas. Esta capacidad se debe principalmente a su potencial de adhesion, la facilidad
con la que forma biopeliculas, la resistencia a la desecacidn, el acido, el calor y la tolerancia a

los desinfectantes (Carpentier & Cerf, 2011).

Por lo observado en nuestra investigacion, todas las matrices en las cuales se
encontrd L. monocytogenes, se encuentran respaldadas por el C.A.A, ya que en todas estas,
se exige la ausencia de este patdgeno en 25 g de muestra e informar la presencia de otras
especies de Listeria spp. cuando son halladas en un alimento, exceptuando la categoria de
bebidas hidricas (en las cuales analizamos Unicamente muestras de helados), en donde

hasta el momento, el C.A.A no ha incorporado dicha exigencia.

La excepcién comentada anteriormente revela un grave problema ya que L.
monocytogenes presenta la capacidad de resistir a bajas temperaturas (Chan & Wiedmann,
2009) y es por esta razdén, que se ha podido detectar L. monocytogenes en productos

alimenticios refrigerados (Tasara & Stephan, 2006).

Debido a la capacidad de L. monocytogenes de resistir a este tipo de temperaturas,
es de vital importancia poner foco en esta problematica que ya ha sentado precedente en
otras partes del mundo. En Estados Unidos, por ejemplo, un brote de listeriosis se
desencadend debido a helados contaminados producidos por una empresa que operaba en
tres instalaciones distintas (Y. Chen et al., 2017). El anteriormente nombrado, no es el Unico
antecedente de aislamientos de L. monocytogenes en muestras de helados y en los ultimos

afos han sido reportados otros (Babacan, 2020; Delgado et al., 2012).
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Las investigaciones en nuestra regidn y especialmente en Argentina son escasas pero
contundentes, lo que pone de manifiesto la necesidad de una vigilancia epidemiolégica
mucho mas activa. En los ultimos afios se han realizado estudios que detectaron este
patégeno tanto en muestras de alimentos, animales, ambientes y humanos exhibiendo que
es menester un abordaje multidisciplinario para esta problemdtica que reviste un notable
riesgo para la salud en su totalidad. Listeria spp. y L. monocytogenes se detectaron en
muestras provenientes de leche cruda de tambos, de animales con mastitis subclinica (A. L.
Laciar et al.,, 1999) y de listeriosis en bovinos y los ambientes de produccion lechera
(Margineda et al., 2012). Posteriormente, se ha realizado una investigaciéon en donde
detectd L. monocytogenes provenientes de muestras de humanos (muestras de sangre,
liguido cefalorraquideo, cérvix de persona gestante y contenido intestinal), alimentos
(muestras de repollo, lechuga, calamar, merluza, mejillon, caballa) y animales (muestra de
contenido intestinal de oveja) (A. Laciar et al., 2006). Otras investigaciones se han realizado
en alimentos y en ambientes de produccidn de productos carnicos (Londero, Costa, Galli, et
al., 2019; Londero, Costa, Sucari, et al., 2019; Reyes et al., 2018). Ultimamente, ademas, se
han realizado investigaciones con el objetivo de evaluar susceptibilidad antimicrobiana de
cepas de L. monocytogenes aisladas de infeccion invasiva humana y de alimentos mostrando

eficiente respuesta a los antimicrobianos ensayados (Prieto et al., 2016).

El presente trabajo de investigacién, sumado a los trabajos anteriormente
mencionados, pretende colaborar a sentar precedente de una problemadtica actualmente
silenciada pero que sin perder la vigencia, preocupa y alarma a nuestro sistema de salud. Las
evidencias cientificas que comprueban la presencia de este patdgeno en gran cantidad de
muestras y ambientes son claras, por lo que se necesitardn monitoreos epidemiolégicos por
parte de los sistemas de vigilancia, mas exhaustivos y disciplinados para resguardar la salud

de la poblacién y el ambiente que la rodea.
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Conclusiones parciales

Seglin lo expuesto en este capitulo se pueden obtener las siguientes conclusiones
parciales:

- Existe la necesidad de efectuar vigilancia epidemiolégica a nivel nacional para la
obtencidn de datos certeros sobre la relevancia de este patdgeno. Los valores de
prevalencia encontrados como referencia y sobre los cuales nos hemos basado en
esta tesis presentan gran diversidad, son antiguos y de investigaciones aisladas.

- Se ha podido detectar una subestimacién y subreporte de datos con respecto a los
aislamientos encontrados en muestras de alimentos comparandolos con las
prevalencias publicadas por otros investigadores en otras partes del mundo.

- La deteccién de L. monocytogenes en muestras de helados plantea la necesidad de

su incorporacion al C.A.A.
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Capitulo 2: Serotipificacion molecular mediante PCR
multiple

Materiales y métodos

Equipos

- Termociclador para PCR, Gene Up (TER-09). Biomerieux.

- Vortex (AGI-19). Dragon-Lab.

- Bloque térmico (BCS-03). Pall.

- Cubay fuente de poder para electroforesis. BIO-RAD, Wide Mini-Sub Cell GT.
- Transiluminador (TRA-01). BIO-RAD, Mini-Transiluminator.

- Armador de gel y peine.

- Nivel.

Reactivos

Buffer PCR 10X y Taq polimerasa 5 U/ul. Promega (Wisconsin, Estados Unidos).

- Mezcla de dNTPs: dATP, dCTP, dGTP y dTTP 2.5 mM. Inbio Highway (Buenos Aires,
Argentina).

- Agarosa. Promega (Wisconsin, Estados Unidos).

- Buffer Tris Acetato EDTA 1X (TAE). Promega (Wisconsin, Estados Unidos).

- Bromuro de etidio (BrEt 10 mg/ml). Promega (Wisconsin, Estados Unidos).

- Patrén de peso molecular. Genbiotech (Buenos Aires, Argentina).

- Agua de calidad PCR. Inbio Highway (Buenos Aires, Argentina).

- Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). USB.

Cepas control

En la etapa de puesta a punto de la técnica molecular se utilizaron cepas controles
positivos de cada uno de los serogrupos de L. monocytogenes que pertenecian a la coleccion
del Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos (LaMa-FCV-UNLP) las cuales fueron

caracterizadas molecularmente, confirmadas por el Instituto Malbran y posteriormente
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utilizadas en investigaciones publicadas (Londero, Costa, Galli, et al., 2019; Londero, Costa,

Sucari, et al., 2019; Reyes et al., 2018) (Tabla 5).

Tabla 5: Cepas control empleadas como controles en la serotipificcion molecular

Controles Cepa Origen
C+ perfil 1/2a Lm ATCC Stamboulian
C+ perfil 1/2b LAMA 580 LaMA
C+ perfil 1/2¢ LAMA 721 LaMA

C+ perfil 4b LAMA 590 LaMA
C+ Li LAMA 558 Stamboulian

C. bandas LAMA 580 + LAMA 721 LaMA
C- E. faecalis ATCC 29212 Stamboulian

Tamano de la muestra

De los 291 aislamientos compatibles con L. monocytogenes, se seleccionaron 180

aislamientos de L. monocytogenes representativos de los diversos origenes a los cuales se

les realizo serotipificacion molecular mediante la puesta a punto de una técnica moleculary

posterior andlisis descriptivo, estadistico y epidemiolégico (Figura 8).

180 cepas
serotipificadas

Figura 8: Diagrama del tamaio de las muestras
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Muestras serotipificadas

Establecimientos involucrados

Las muestras a las cuales se les realizd la serotipificacion molecular provienen de 16
establecimientos distintos distribuidos en varios puntos del pais: Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, Pcia. de Buenos Aires, Pcia. de Santa Fé, Pcia. de Rio Negro, y Pcia de La

Pampa. La cantidad de muestras obtenidas por cada establecimiento se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6: Caracteristicas de los establecimientos

Establecimientos Origen Productos Cantidad de aislamientos
1 Buenos Aires Alimentos listos para consumo 50
2 Buenos Aires Cérnicos (Carne vacuna cruda) 24
3 Buenos Aires Carnicos (chacinado) 1
4 Buenos Aires Carnicos (Carne vacuna cruda) 2
5 Santa Fé Carnicos (Carne Yacuna cruda, 9
embutido)
6 C.ABA Carnicos (Embutido) 8
- Rio Negro Carnicos .(Carne vacun.a cruda, 15
chacinado, embutido)
8 Buenos Aires Carnicos (Rebozado de pollo) 18
9 Buenos Aires Carnicos (Embutido) 29
10 Buenos Aires Helados 9
11 Buenos Aires Vegetales congelados 2
12 Buenos Aires Lacteos 2
13 C.AB.A Helados 5
14 Santa Fé Lacteos 3
15 Santa Fé Helados 1
16 C.ABA Alimentos listos para consumo 2
TOTAL - - 180

Monitoreos ambientales

Los monitoreos ambientales analizados durante la tercera etapa del corriente
capitulo fueron realizados por los clientes. Los establecimientos que conjuntamente con sus
muestras enviaron esponjados e hisopados de monitoreos ambientales fueron los

siguientes; 1, 6,9y 14.
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Puesta a punto de una técnica microbioldgica

Previo a la implementacién de la técnica molecular en el laboratorio, se llevé a cabo
la puesta a punto de la misma tomando como referencia la publicacién de Doumith vy
colaboradores (Doumith, Buchrieser, et al., 2004) y el Manual de Procedimientos
(aislamiento, identificacién y caracterizacién de de Listeria monocytogenes) publicado por el

Instituto Malbran (Prieto, 2008).

La etapa de puesta a punto de la técnica molecular tuvo una duracién de tres meses.
Las especificaciones brindadas por los investigadores anteriormente mencionados, no se
ajustaban en su totalidad en nuestro laboratorio. Particularmente los pares de primers “prs”
FyR, “Imol118” Fy Ry “Imo0737” F y R no amplificaban de forma reproducible en las
corridas razén por la cual las concentraciones de algunos de los reactivos fueron modificadas
(Tabla 8). Una vez realizado este procedimiento se pudo demostrar experimentalmente que

el método mantuvo sus objetivos cuando fue utilizado por el usuario.

Procedimiento

Para llevar a cabo este procedimiento, el Manual de Calidad del Laboratorio
Stamboulian, exige evaluar la comparabilidad de resultados entre las sucesivas
determinaciones y entre operadores asegurando la correcta ejecucién de la técnica y la

calidad de los resultados obtenidos.

Eleccion de cepas para puesta a punto

Se seleccionaron un total de 21 cepas provenientes del cepario de Stamboulian y de
la FCV-UNLP las cuales fueron inicialmente identificadas mediante pruebas bioquimicas y
MALDI-TOF MS. De éstas cepas, 17 correspondian al género Listeria spp. y 4 fueron cepas
provenientes de diferentes especies bacterianas (Pediococcus acidilactici, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922) que
naturalmente se encuentran presentes en matrices alimentarias, exhiben ciertos
parentescos evolutivos con Listeria spp. o que fenotipica y genotipicamente son similares.

Ademas se utilizaron las cepas L. monocytogenes ATCC 19111y L. innocua ATCC 33090.
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Dentro de las cepas de Listeria spp., 12 pertenecian a la especie L. monocytogenes
(Lm) y 5 a otros géneros; 3 L. innocua (Li), 1 L. welshimeri (Lw)y 1 L. seeligeri (Ls). Respecto
de las cepas pertenecientes a la especie L. monocytogenes se escogieron representantes de
cada uno de los serogrupos de mayor importancia epidemioldgica en Argentina y en el

mundo: lla, llb, licy IVb.

Analistas

Para evaluar la competencia técnica, las cepas se prepararon y procesaron por las
analistas involucradas en el proceso en un ensayo a ciegas. Para los fines de este ensayo, las
operadoras involucradas fueron dos (identificados como analista 1 y analista 2). Bajo estos
términos, la Directora Técnica (DT) fue la Unica persona que conocia la distribucion de los

microorganismos diana y no diana.

Criterios del ensayo
- Aceptacion del ensayo: se evalud si las cepas seleccionadas para el ensayo
concordaban con los resultados esperados.
- Reproducibilidad: se evalud si existia acuerdo entre las analistas.
- Competencia técnica: se determind la competencia técnica de cada una de las

analistas frente al resultado esperado para las muestras procesadas.

Deteccidn de serogrupos de L. monocytogenes mediante PCR multiplex

Preparacion del templado

A partir de una cepa aislada y confirmada fenotipicamente como L. monocytogenes
en agar sangre, se realizé una suspensidn con ansa, de tres o cuatro colonias en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml esteril con 50 pl de buffer de lisis para PCR. Posteriormente, se
calentdé 15 minutos a 100°C en bloque térmico. A continuacion se dejé enfriar a temperatura
ambiente, se agregaron 100 pl de agua calidad PCR y se resuspendié con micropipeta

automatica para integrar todo el contenido del tubo.

Preparacion de buffer de lisis (para preparar 50 ml):
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1. 1,25 ml de solucién madre de Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) 10%: para preparar
esta solucion se pesd 1 g de SDS y luego se agregd 10 ml de agua calidad PCR.
2. 2,5 ml de NaOH 4% (2,5 ml).

3. Llevar a volumen final de 50 ml con agua calidad PCR.

Tipificacion molecular

Luego de la etapa de lisis bacteriana, se realizd la PCR multiple adaptada al protocolo
propuesto por Doumith et al. (2004) empleando los mismos target moleculares y ciclado y
modificando las concentraciones de los reactivos involucrados. Esta técnica identifica cinco
perfiles compatibles con los serogrupos mayoritarios en la naturaleza. Cada uno de los
serogrupos representa mas de un serotipo: serogrupo lla (serotipo 1/2a vy 3a), serogrupo llb
(serotipos 1/2b, 3b y 7), serogrupo lic (serotipos 1/2cy 3c) serogrupo IVa (serotipos 4a y 4c)
y serogrupo IVb (serotipos 4b, 4d y 4e).

Los genes que se seleccionaron para el ensayo de PCR multiple y que de acuerdo a la
presencia pueden identificar los serogrupos lla, llb, lic y IVb de L. monocytogenes fueron
Imo0737, Imo1118, ORF2819 y ORF2110 (Tabla 7). Ademas, se utiliza el gen prs que es

especifico para cepas del género Listeria spp. como control interno de amplificacién.

Tabla 7: Target, secuencias de nucledtidos y tamafo de productos amplificados

) Tamaio )
Target Secuencias . Serovariedades
amplificado

) , L. monocytogenes
F :5’-AGGGCTTCAAGGACTTACCC-3
Imo0737 , , 691 serovares 1/2a, 1/2c, 3ay
R: 5’-ACGATTTCTGCTTGCCATTC-3

3c.
F: 5’-AGGGGTCTTAAATCCTGGAA-3’ L. monocytogenes
Imo1118 , 906
R: 5’-CGGCTTGTTCGGCATACTTA-3 serovares 1/2cy 3c.

, , L. monocytogenes
F:5’- AGCAAAATGCCAAAACTCGT-3
ORF2819 , , 471 serovares 1/2b, 3b, 4b, 4d
R: 5’-CATCACTAAAGCCTCCCATTG-3

y de.
F:5" AGTGGACAATTGATTGGTGAA-3’ L. monocytogenes
ORF2110 597
R: 5’-CATCCATCCCTTACTTTGGAC-3’ serovares 4b, 4d y 4e.
s F:5" GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG-3’ 370 Todas las especies de
p R: 5’-CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG-3’ Listeria.
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Tabla 8: Reactivos y cantidades para

una reaccion de PCR

Reactivos Concentracion Final 1 reaccion (volumen)
Buffer Green 5X (7,5mM Mg) 1X (1,5 mM Mg) 10 pl
dntps (10mM c/u) 0,3 mM 1,5 ul
Imo0737-F y R (10 pM) 0,03 pM 0,15 ul
Imo1118-F y R (10 uM) 0,7 uM 3,5 ul
ORF2819-F y R (10 uM) 0,1 uM 0,5 ul
ORF2110-F y R (10 pM) 0,1 uM 0,5 pl
Prs-Fy R (5 uM) 0,02 uMm 0,2 pl
GoTaq (5u/ul) 1,5U 0,3 ul
Agua - 26,5 pl
Templado de ADN - 2 ul

Volumen de la mezcla: 48 ul
Volumen final de reaccién: 50 pl
Procedimiento

Se descongelaron a temperatura ambiente, durante 15-20 minutos, todos los
reactivos (Tabla 8). Para definir el volumen total de los reactivos, se calculé la cantidad de
reacciones a realizar (muestras + controles). Luego se realizé la mezcla en un tubo de
microcentrifuga estéril y se fracciond en la cantidad de microtubos correspondientes a cada
una de las cepas a serotipificar. Finalmente, se colocaron las reacciones en el termociclador

programado previamente con el siguiente perfil térmico o ciclado (Tabla 9):
Ciclado

Tabla 9: Programa de amplificacién
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Numero de ciclos Estadio Temperatura Tiempo
1 ciclo Desnaturalizacion 94°C 3 minutos
Desnaturalizacion 942C 40 segundos
35 ciclos Annealing 53eC 1,15 minutos
Extension 72°C 1,15 minutos
1 ciclo Extension 72°C 7 minutos
Controles

En cada andlisis se incluyeron controles positivos, negativos, un control de reaccion y
un control de bandas. Los controles positivos provinieron de un templado de ADN obtenido
de cepas de L. monocytogenes que poseian los genes que se deseaban testear y que
correspondian a los distintos serogrupos, el control negativo provenia del ADN del
aislamiento de E. coli ATCC 25922 (sin genes de virulencia), el control de reaccion contenia la
mezcla sin adicién de templado y el control de bandas correspondia a un control positivo en

el cual se observé la totalidad de bandas posibles en una misma reaccion.

Corrida en gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 2,5% en buffer TAE 1X (para realizar un gel de
cuarenta calles, se pesaron 2 g de agarosa y se agregaron 80 ml de buffer TAE 1X). Mientras

qgue el gel se encontraba en estado liquido se adicionaron 10 ul de Bromuro de Etidio (0,5

ug/ml).

Se sembraron 8 ul del marcador de peso molecular de 100 pares de base en la
primera calle de cada corrida para tener una referencia de la posicidon y el peso de las

bandas. Posteriormente se cargd cada pocillo del gel con 10 ul de cada mezcla de reaccidn
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de PCR. Se corrieron las muestras en 1x buffer de corrida TAE 1X a voltaje constante (100 V)

durante 45 minutos en cuba electroforética. (Flujograma 2).
Visualizacidon de resultados

Se obtuvieron cinco perfiles de bandas diferentes P-1/2a, P-1/2b, P-1/2c, P-4b y P-list
(Figura 9). Para las cepas en las cuales no se obtuvieron fragmentos de amplificacién, se

repitié el procedimiento desde el inicio.

Pesos
Moleculares

lla llb llc IVb sp

006pb  — —_
691pb ~—— —_— —_—
597pb

471pb —_—

370pb  — _— _— _— —_—

Figura 9: Representacion esquematica de los pesos moleculares obtenidos para cada
serogrupo de L. monocytogenes. En la primera columna se observan los pesos moleculares
correspondientes a cada producto de PCR.

Los perfiles obtenidos representan los siguientes serotipos:

- Serogrupo lla o perfil P-1/2a: corresponde a L. monocytogenes serotipo 1/2a y
3a.

- Serogrupo llb o perfil P-1/2b: corresponde a L. monocytogenes serotipo 1/2b, 3b
y7.

- Serogrupo llc o perfil P-1/2c: corresponde a L. monocytogenes serotipo 1/2cy 3c.
- Serogrupo IVb o perfil P-4b: corresponde a L. monocytogenes serotipo 4b, 4d, 4e.

- Perfil P-List: corresponde a L. monocytogenes serotipo 4a y 4c, L. innocua, L.
ivanovii, L. welshimeri y L. seeligeri.

Expresion de resultados

Segun los resultados obtenidos se informa: Se detecta L. monocytogenes serogrupo

I3, llb, llc, IVb o P-list (seguln lo observado en el gel de agarosa).
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Flujograma de trabajo: PCR multiple de serogrupos de L. monocytogenes

Cepa aislada y confirmada en
agar sangre

y
En tubo:

buffer de lisis

Blogue
térmico

v
Resuspender
con agua PCR

Y

3-4 colonias + -+

Buffer de lisis:
SDS + NaOH + Agua
PCR

Encender Gene Up y
seleccionar ciclado

PCR multiple de serogrupos de
L. monocytogenes.
Doumith et. al (2004).

Reactivos:

A

INFORMAR

buffer, dNTPs, primers,
GoTaq, agua y templado

Flujograma 2: procedimiento PCR multiple para deteccién de serogrupos de L.

monocytogenes.
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Resultados

Etapa 1: puesta a punto de PCR multiplex de serogrupos de L. monocytogenes

En primera instancia, se realizd la puesta a punto de la PCR multiple para serogrupos
de L. monocytogenes adaptando a las recomendaciones del manual de calidad del
laboratorio para la verificacién y validacién de técnicas microbiolégicas y tomando como

referencia la técnica publicada por Doumith et. al (2004).

Adaptacién de PCR multiple para serogrupos de L. monocytogenes

Para poder llevar a cabo la técnica, se debieron realizar ajustes tanto en las
concentraciones de los diferentes reactivos de PCR, en la disposicion que estos se
encuentran al momento de llevar a cabo la técnica y en los tiempos de la corrida en gel de
agarosa.

En primera instancia, no fue posible amplificar el target prs de 348 pb
correspondiente a la diana que caracteriza a Listeria spp. Ademds, se encontraron
dificultades para amplificar la regidon de 691 pb amplificada por los primers Imo0737 Fy Ry
la de 901 pb amplificada por los primers Imo1118 F y R. Dichos productos de PCR, no
amplificaban de forma reproducible en las distintas corridas, razén por la cual, se hipotetizd
gue podria deberse a un desbalance en el equilibrio en los pares de primers generando
competencia de los mismos en la mezcla de reaccion. En consecuencia, se implementaron
los siguientes cambios:

1. Se modificé la concentracidn de los reactivos.

2. Se realizaron PCRs simplex para cada amplicén de forma independiente. De esta
manera, se verificd la efectividad de cada juego de primers por separado.

3. Se aumenté la concentracién de dNTPs y Taq polimerasa. Se detectd que las PCR
multiples descritas en la bibliografia presentaban una concentracién mayor de estos
reactivos que los empleados en este protocolo.

4. Se aumento drasticamente la concentracidon del par “Imo1118” F y R, que amplifica el

amplicon de 901 pb, respecto del resto de los primers en la PCR multiplex.
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5. Se disminuyé al minimo la concentracion del par de primers “prs” F y R que

amplifican la banda de especie. La amplificacién por parte de este par era tan

eficiente que consumia gran parte de los reactivos al inicio del ciclado, dificultando

la amplificacién de los demas pares.

Cepas utilizadas en la puesta a punto

Se seleccionaron un total

de 21 cepas.

Estas cepas fueron reconfirmadas

bioquimicamente y por MALDI-TOF MS previo a su utilizacién en este procedimiento (Tabla

10).

Tabla 10: Cepas reconfirmadas para utilizar en la puesta a punto

Cepas Origen | Mo | Perfil | Pruebas bioquimicas Maldi-TOF
LaMA
557 |Ambiente de carniceria| Lm 1/2b CAMP: + Sau, -R.eq / Hem: + Listeria monocytogenes
559 |[Ambiente de carniceria| Li - CAMP: - Sau, - R.eq / Az: R-, X+ / Hem: - Listeria innocua
571 Carne Li - CAMP: - Sau, - R.eq / Az: R-, X+ / Hem: - Listeria innocua
580 Carne Lm 1/2b | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
590 Carne Lm 4b CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
592 |Ambiente de carniceria| Lm 4b CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
594 | Ambiente de carniceria| Lm 1/2b | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
629 |Ambiente de carniceria| Lm 1/2c | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
721 Carne Lm 1/2c | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
732 Carne Lm 1/2c | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
810 |Ambiente de carniceria| Lm 4b CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
1102 Carne Lm 1/2a | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
1104 Carne Ls - CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R-, X+ / Hem: + Listeria seeligeri
1105 |Ambiente de carniceria| Lm 1/2a | CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: + | Listeria monocytogenes
1138 Carcasa bovina Lw - CAMP: - Sau, - R.eq / Az: R-, X+ / Hem: - Listeria welshimeri
ATCC
CAMP: + Sau, -R.eq / Az: R+, X- / Hem: +
19111 | Cepario Stamboulian | Lm 1/2a /RNA 16S + rpoB. Listeria monocytogenes
CAMP: - Sau, - R.eq / Az: R-, X + / Hem: -
33090 | Cepario Stamboulian Li - /RNA 16S + rpoB. Listeria monocytogenes
Coagulasa +, Catalasa +, Manitol +,
25923 | Cepario Stamboulian | SAU - DNAsa +, RNA 16S Staphylococcus aureus
Pea | Cepario Stamboulian | PEA - Cepa secuenciada: RNA 16S Pediococcus acidilactici
CAMP: - Sau/ Pyr+/ Az: Arg+, Man+,
29212 Cepario Stamboulian | EFA - Sor+/Hem:+, RNA 16S. Enterococcus faecalis
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Distribucion de cepas
La Directora Técnica, responsable de garantizar el ensayo a ciegas, realizé la

distribucién de cepas tal como se muestra en la tabla 11.

Tabla 11: Distribucidn de cepas

Distribucién Identificacion Distribucién Identificacion
1 LaMA 1102 12 LaMA 592
2 LaMA 557 13 LaMA 810
3 LaMA 629 14 LaMA 559
4 LaMA 590 15 LaMA 571
5 ATCC 33090 16 LaMA 1138
6 LaMA 1105 17 LaMA 1104
7 ATCC 19111 18 ATCC 25923
8 LaMA 580 19 PEA
9 LaMA 594 20 ATCC 29212
10 LaMA 721 21 ATCC 25922
11 LaMA 732 - -

Realizacién y evaluacion el ensayo

Las cepas aisladas en agar sangre se ensayaron mediante la PCR multiple para
serogrupos de L. monocytogenes y se interpretaron acorde a la metodologia que se
pretendia poner a punto. En la figura 10 se observa un aislamiento puro de L.

monocytogenes en agar sangre visualizandose también la CAMP positiva con S aureus.

Figura 10: Aislamiento puro de L. monocytogenes (CAMP con S. aureus)
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Se cumplié exitosamente con los criterios del ensayo:

1. Aceptacion del ensayo: las cepas propuestas para la puesta a punto arrojaron los

resultados esperados.

2. Reproducibilidad: existié acuerdo entre las analistas.

3. Competencia técnica: ambas analistas lograron verificar exitosamente la técnica

molecular identificando y serotipficando correctamente las 21 cepas control (Tabla

12).

Tabla 12: Ejecucidn de los operadores

Distribucion | Identificacion Serogrupo Analista 1 Analista 2
1 1102 lla Ok Ok
2 557 Ilb Ok Ok
3 629 llc Ok Ok
4 590 IVb Ok Ok
5 33090 Li Ok Ok
6 1105 lla Ok Ok
7 19111 lla Ok Ok
8 580 Ilb Ok Ok
9 594 Ilb Ok Ok
10 721 llc Ok Ok
11 732 llc Ok Ok
12 592 IVb Ok Ok
13 810 IVb Ok Ok
14 559 Li Ok Ok
15 571 Li Ok Ok
16 1138 LW Ok Ok
17 1104 LS Ok Ok
18 PEA P. acidilactici ok ok
19 ATCC 29212 E. faecalis Ok Ok
20 ATCC 25922 S. aureus Ok Ok
21 25922 E. coli Ok Ok

Conclusion

Con los datos y resultados obtenidos tras realizar el ensayo de puesta a punto de la

técnica molecular para la deteccidén de serogrupos de L. monocytogenes, se decide que la

técnica es apta para su uso.
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Etapa 2: Serotipificacion molecular de muestras

De los 291 aislamientos totales en los cuales se aislé e identificd bioquimicamente L.
monocytogenes, se seleccionaron 180 cepas para analisis de serogrupos por la técnica de
PCR multiple puesta a punto en la etapa anterior. El resto de las cepas no se encontraban

disponibles para estudio.

Porcentaje de serogrupos totales

A partir de los aislamientos serotipificados (n=180) se obtuvo la siguiente
informacién general (Figura 11): L. monocytogenes perfil 1/2a (n=9) representando el 5%, L.
monocytogenes perfil 1/2b (n=116) representando el 68,9%, L. monocytogenes perfil 1/2c
(n=37) el 20,5 % y L. monocytogenes perfil 4b (n = 10) el 5,6 %. Los perfiles de serogrupos
anteriormente nombrados fueron visualizados en el gel de agarosa como se observa en la

Figura 12.

Porcentaje de serogrupos totales

80
g 60
L
] 40
c
o
=]
° 20
o

0

Lm 1/2a Lm 1/2b Lm 1/2c Lm 4b

Cepas

Figura 11: Distribucion de frecuencias de cada serogrupo
sobre el total de cepas estudiadas

Muestras serotipificadas

Los aislamientos a los cuales se les realizd PCR multiple de serogrupos de L.
monocytogenes pertenecen a las siguientes categorias: carnicos (n=97), alimentos listos para
consumo (n=43), superficies (n=19), bebidas hidricas (n=15), alimento lacteo (n=4) y vegetal

congelado (n=2) (Tabla 13).
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Tabla 13: Serotipificaciones por matriz

Matriz

Carnico

RTE

Superficie

B. hidricas

Lacteo

Veg. cong.

Total

Cantidad

97

43

19

15

4

2

180

PM

906
691
597
471
370

lib 1] llc 1] llc

Wb Spp. lla llb llc IVb Spp.

MUESTRAS

CONTROLES

Figura 12: Ejemplo de corrida en gel de agarosa. En orden: calle 1: patrén de peso molecular
(PM), calle 2 y 3: L. monocytogenes perfil 1/2b, calle 4: L. monocytogenes perfil 1/2a, calle 5:
L. monocytogenes perfil 1/2b, calle 6: L. monocytogenes perfil 1/2c, calle 7: L.
monocytogenes perfil 4b, calle 8: L. innocua, calle 9: L. monocytogenes perfil 1/2a, calle 10:
L. monocytogenes perfil 1/2b, calle 11: L. monocytogenes perfil 1/2c, calle 12: L.
monocyogenes perfil 4b, calle 13: L. innocua.

Anilisis de los aislamientos serotipificados

De las 180 muestras analizadas y caracterizadas mediante serotipificacion molecular,
161 pertenecen a matrices alimentarias propiamente dicho y 19 pertenecen a cepas aisladas
de monitoreos ambientales realizados en los establecimientos donde se manufacturan los

alimentos. Para los fines de esta tesis, se analizaran los resultados por separado.
Matrices

De las 161 muestras de L. monocytogenes provenientes de matrices alimentaria, y

luego de la serotipificacion molecular, pudo observarse que el serogrupo mas prevalente fue
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el llb (n=107; 69%), luego en orden decreciente el lic (n=36; 21%), y por ultimo el lla (n=9;
5%) vy el IVb (n=9; 5%).

Al realizar el andlisis separado para cada una de las categorias propuestas podemos

ver que tanto en la categoria de carnicos como en alimentos listo para consumo (RTE), el

serogrupos mayoritariamente aislado fue el llb (n=62; 64% y n=32; 74%, respectivamente).

En la categoria de lacteos se detectd mayoritariamente el serogrupo lla (n=2; 50%). En la

categoria de bebidas hidricas, agua y agua gasificada (en la cual analizamos matrices de

helados Unicamente), se detectd el serogrupo IVb (n=4; 27 %) y el serogrupo Ilb (n=11; 73

%). Por ultimo, en la categoria de vegetales congelados, se obtuvieron en igual cantidad

aislamientos compatibles con el serogrupo lla (n=1; 50%) y llb (n=1; 50%). La informacion

detallada sobre los perfiles detectados para cada matriz se encuentran en la Tabla 14 y la

Figura 13.

Tabla 14: Serogrupos por matriz

Carnico

Bebida hidrica

Vegetal

Perfil por matriz (%) RTE (%) Lacteo (%) (%) congelado (%) Total
Lm lla (1/2a) 6 (6) 0 2 (50) 0 1(50) 9
Lm Ib (1/2b) 62 (64) 32 (74) 1(25) 11 (73) 1 (50) 107
Lm llc (1/2c) 26 (27) 10 (23) 0 0 0 36
Lm IVb (4b) 3(3) 1(2) 1(25) 4(27) 0 9

Total 97 43 4 15 2 161
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Serogrupos de Lm

Serogrupos por matrices

Carnicos =

RTE &
Lacteos
Bebidra
Vegetal

0 20 40 60 80
Porcentaje (%)
Lm1/2a M Lm1/2b [ Lm1/2c [l Lmab

Figura 13: Distribucién de serogrupos por matriz

Subcategoria de carnicos

Con la finalidad de realizar un analisis exhaustivo de la matriz carnica, se subclasifico

en los siguientes subtipos: carne vacuna cruda (n=34), embutidos (n=27), rebozados de pollo

(n=18) y chacinados (n=13) sumando un total de 97 muestras. Las cepas aisladas de dichas

matrices se serotipificaron obteniendo los siguiente perfiles: tanto para carne vacuna cruda

como embutidos el serogrupo mayoritario fue el llb (85% y 100% respectivamente). Para los

subtipos cdrnicos de rebozados de pollo y chacinados el serogrupo mayoritario fue el lic

(60% y 55,5% respectivamente). (Tabla 15; Figura 14).

Tabla 15: Serogrupos detectados por subcategoria de carnico

Perfil por Carnico |Carne vacuna cruda (%)| Rebozado de pollo (%) | Chacinado (%) [ Embutido (%) | Total (%)
Lm lla (1/2a) 1(3) 2(11) 3 (16,6) 0 6 (6,2)
Lm IIb (1/2b) 29 (85) 3(17) 3(16,6) 27 (100) 62 (64)
Lm lic (1/2¢) 4(12) 12 (67) 10 (55,5) 0 26 (26,8)
Lm IVb (4b) 0 1(6) 2 (11) 0 3(3)
Total 34 18 18 27 97
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Distribucion de serogrupos por matriz carnica

ab 100%

B Lm1/2¢c 75%
B Lmi/2b

Lmiiza 0%

25%

0%
Carne vacuna Rebozado de Chacinado Embutido
cruda pollo

Serogrupos por Carnico

Figura 14: Distribucién de frecuencias de serogrupos segun tipo de carnico

Distribucion de los serogrupos segun los establecimientos involucrados

Una vez realizado el analisis molecular de serogrupos de los aislamientos obtenidos
durante este periodo, fue necesario hacer una evaluacién de la distribucién de estos segin
los establecimientos intervinientes en este ensayo. Esta distribucidon sdlo tiene en cuenta el
origen de las muestras. De esta manera se podrd evaluar si existe una relacién entre los

serogrupos mayoritariamente aislados y el establecimiento origen del aislamiento.

Tal como se observa en la Figura 15, se detectd una relacidn entre los serogrupos
identificados con el origen del establecimiento de la matriz. En los establecimientos (1, 2, 5,
6, 9 y 10), se observé mayoritariamente el serogrupo llb, indistintamente de la matriz de la

cual se aislo este patogeno.

Por otra parte, en algunos pocos casos también se detectd diversidad de serogrupos
en un mismo establecimiento como por ejemplo en 7 y 8. Particularmente para el caso del
establecimiento 7 se puede observar que este es productor de carne vacuna cruda,
embutidos y chacinados, lo que amplia el espectro de produccién pudiendo aumentar la

cantidad de materias primas, origenes y maquinarias.
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Distribucién de serogrupos por establecimiento

W 122 B 2b W 12 4b

0w ~NO0OO ke WN =

Establecimientos

Figura 15: Distribucion de frecuencias (porcentual) de serogrupos identificados por

establecimiento.
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Etapa 3: Analisis de los monitoreos ambientales

Monitoreo ambiental
En el laboratorio se recibieron hisopados y esponjados de ambiente y superficies de
los establecimientos productores. De las 180 muestras serotipificadas, 19 de ellas provienen

de monitoreos ambientales (Tabla 16).

Tabla 16: Monitoreo ambiental

Superficies analizadas N2 de hisopados
Caso 1: Superficies del establecimiento 1 6
Caso 2: Superficies del establecimiento 9 5
Caso 3: Superficies del establecimiento 6 6
Caso 4: Superficies del establecimiento 14 2
Total 19

A continuacion se explicaran cada uno de los casos estudiados:

Caso 1l

El cliente 1 es una empresa elaboradora de alimentos envasados. Elabora
sandwiches, comidas varias, materias primas para preparacion de alimentos, comidas
rdpidas y envasadas al vacio.

A finales del afio 2017, la empresa contacto al laboratorio para solicitar informacion y
enviar muestras de productos terminados y envasados de su planta elaboradora de

alimentos.

Envi m r ravé | tiem
Primera tanda:

Diciembre 2017: se recibieron en el laboratorio, 10 muestras provenientes de
productos terminados (sandwiches y ensaladas envasadas al vacio). Luego de realizar el
cultivo, se detecté en una (10%) de las muestras un aislamiento compatible con L.

monocytogenes (Tabla 17).

Producto terminado positivo:
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- Pan de campo con jamdn y queso.

Enero 2018: se recibieron en el laboratorio, 25 muestras de productos terminados
(sdndwiches y tartas). Luego del cultivo, se obtuvo que 7 (28%) de estas muestras arrojaron

un resultado compatible con L. monocytogenes (Tabla 17).

Productos terminados positivos:
- Pan de campo con jamdn y queso (cuatro lotes distintos).

- Pan de semillas de amapola con jamén y queso y manteca (tres lotes distintos).

Febrero 2018: se recibieron en el laboratorio 23 muestras provenientes tanto de
materias primas como de productos terminados. Dentro de las materias primas, se
recibieron muestras de queso feteado y sin fetear y de manteca. Dentro de los productos
terminados, se recibieron Unicamente sandwiches. Luego del cultivo correspondiente, se
obtuvo en una de las muestras de queso feteado un aislamiento de L. monocytogenes.
Ademas se obtuvieron 15 (65,2%) muestras de sandwiches con aislamientos compatibles

con L. monocytogenes (Tabla 17).

Materias prima positivas:
- Queso feteado.
Producto terminado positivo:
- Pan de campo con jamdn y queso (cinco lotes positivos).

Sandwich mixto de jamdn y queso con semillas (un lote).

Sandwich de jamén y queso congelado (cinco lotes positivos).

- Pan de semillas de amapola con jamén y queso y manteca (cuatro lotes positivos).

Marzo 2018: se recibieron en el laboratorio 14 muestras provenientes de materias
primas. Entre éstas habia fiambre de cerdo, muzzarella feteada y sin fetear, queso cheddar
feteado, pechuga de pollo, jamén crudo, longaniza feteada y salame feteado y sin fetear.
Luego del cultivo, se obtuvo un (7,1%) aislamiento compatible con L. monocytogenes en una

de las materias primas (Tabla 17).
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Materia prima positiva:

- Muzzarella feteada.

Tabla 17: Resumen de aislamientos positivos de L. monocytogenes en caso 1

. Presencia de .
Materia . Producto Presencia de A
A Lmen Porcentaje . Porcentaje

Mes prima materia (%) terminado | Lm en producto (%)

(] (]
(cantidad) . (cantidad) terminado
prima

Diciembre 0 0 0 10 1 10
Enero 0 0 0 25 7 28
Febrero 3 1 33,3 20 15 75
Marzo 14 1 7,1 0 0 0

Total 17 2 11,8 55 23 41,8

Segunda tanda:

Debido a la preocupacidon de la empresa elaboradora de alimentos y tras haber

analizado las muestras que resultaron con aislamientos compatibles con L. monocytogenes,

se sugirid realizar un exhaustivo muestreo ambiental tomando muestras de las distintas

areas y superficies de trabajo.

Abril 2018: se recibieron 20 muestras provenientes de muestreo ambiental, a partir

de las cuales se obtuvieron 9 (45%) aislamientos compatibles con L. monocytogenes en las

siguientes zonas (Tabla 18).

Superficies positivas:
1. Feteadora de queso desarmada.
Sector bachas de cocina.
Cortina de cocina/produccion.

Sector de vegetales.

Camara 2.

2
3
4
5. Rejillay canaleta del sector de cocina.
6
7. Cdmara 5.

8

Tanel 1.
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9. Tunel 2.

Mayo 2018: se recibieron 94 muestras en total. De éstas, 67 provenientes de
monitoreo ambiental, 6 provenientes de productos terminados y 21 de materias primas. De
las 67 muestras de monitoreo ambiental, 30 (44,7%) arrojaron aislamientos compatibles con
L. monocytogenes. De las 6 provenientes de productos terminados, 2 (33,3%) resultaron con
aislamientos compatibles con L. monocytogenes. Por ultimo, de las muestras provenientes

de materia prima, en ninguna se aislé L. monocytogenes (Tabla 18).

Productos terminados positivos:

1. Ciabatta multicereal de jamédn y queso (dos lotes distintos).

Superficies positivas (zonas):

1. Feteadora de queso pre limpieza (3 zonas).
Feteadora de queso post limpieza (3 zonas).
Feteadora de queso en uso (3 zonas).
Feteadora de fiambre pre limpieza (3 zonas).

Feteadora de fiambre post limpieza (3 zonas).

2
3
4
5
6. Feteadora de fiambre en uso (3 zonas).
7. Rejillas de produccion 1.

8. Rejillas de produccién 2.

9. Rejillas de produccién 3.

10. Empaquetadora pre limpieza (3 zonas).
11. Empaquetadora post limpieza (3 zonas).

12. Empaquetadora en uso (3 zonas).

Junio 2018: se recibieron 16 muestras en total. De éstas, 11 corresponden a
productos terminados, 4 a monitoreo ambiental y 1 a materia prima. De las muestras de
producto terminado, en 4 (36,3%) se aislé L. monocytogenes y de los esponjados de

monitoreo ambiental, en los 4 (100%) se aislé el mismo patégeno (Tabla 18).

Productos terminados positivos:
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Sandwich triple de jamdn y queso.
Baguette de jamédn y queso.

Bagel de lomito y cheddar.

i A

Ciabatta multicereal.

Superficies positivas:
1. Feteadora de fiambre post limpieza.
2. Feteadora de queso post limpieza.
3. Empaquetadora post limpieza.
4

Feteadora de queso en uso.

Julio 2018: se recibieron 12 muestras de monitoreo ambiental. De estas, en 4 (33,3%)

se obtuvieron aislamientos compatibles con L. monocytogenes (Tabla 18).

Superficies positivas:
1. Feteadora de fiambre post limpieza.
2. Feteadora de queso post limpieza.
3. Empaquetadora post limpieza.
4

Feteadora de queso en uso.

Agosto 2018: se recibieron en el laboratorio 24 muestras provenientes de monitoreo
ambiental y 1 muestra proveniente de materia prima. De las provenientes de monitoreo
ambiental, se obtuvieron 4 (16,6%) superficies con aislamientos compatibles con L.

monocytogenes. No se aislo L. monocytogenes en la muestra de materia prima (Tabla 18).

Superficies positivas:
1. Feteadora de fiambre post limpieza.
2. Feteadora de queso post limpieza.
3. Empaquetadora post limpieza.
4

Feteadora de queso en uso.

Tabla 18: Presencia de L. monocytogenes en caso 1 (segunda tanda)
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. Presencia de Presencia de .
Materias . Productos . . Presencia de .
) Lmen Porcentaje ) Lmen Porcentaje | Superficies Porcentaje
Mes primas ) terminados l Lmen
. materias (%) R productos (%) (cantidad) . (%)
(cantidad) i (cantidad) K superficies
primas terminados
Abril 0 0 0 0 0 0 20 9 45
Mayo 21 0 0 6 2 33,3 67 30 44,8
Junio 1 0 0 11 4 36,4 4 4 100
Julio 0 0 0 0 0 0 12 4 33,3
Agosto 1 0 0 0 0 0 24 4 16,7
Total 23 0 0 17 6 35,3 127 51 40,2

Tercera tanda:

Marzo 2019: luego de siete meses sin recibir muestras, ingresaron en el laboratorio

10 esponjados provenientes de monitoreo ambiental. De estas se obtuvieron 7 (70%) con

aislamientos compatibles con L. monocytogenes.

Superficies positivas:

1. Feteadora de queso pre limpieza.

Feteadora de fiambre pre limpieza.

Empaquetadora pre limpieza.

Feteadora de fiambre post limpieza.

Feteadora de queso en uso.

2
3
4. Feteadora de queso post limpieza.
5
6
7

Empaquetadora en uso.

Analisis de serogrupos de los aislamientos positivos

Desde diciembre 2017 hasta marzo 2019, se recibieron 245 muestras del

establecimiento 1. A partir de estas, se obtuvieron 81 (33,1%) aislamientos compatibles con

L. monocytogenes; 28 (34,5%) de estas provenian de productos terminados, 2 (2,5%) de

materias primas feteadas y 51 (63%) de monitoreo ambiental. De los 81 aislamientos

compatibles con L. monocytogenes, se seleccionaron 30 aislamientos. De estos 30, 23

corresponden a alimentos listos para consumo, 1 a materia prima (muzzarella feteada) y 6 a
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hisopados de superficies. Posteriormente se realizé serotipificacion molecular, la cual arrojé

en todos los aislamientos el serogrupo llb (Tabla 19).

Tabla 19: Muestras totales y serotipificacion de caso 1

Muestras totales (Dic 2017 a Mar 2019) 245
Positivas totales 81
Productos terminados positivos 28
Materias primas positivos 2
Monitoreos ambientales 51
Con PCR de serogrupos 30
Serogrupos aislados IIb (30/30)

Interpretacién de resultados del caso 1

Luego del aislamientos y posterior serotipificacion de las muestras (productos
terminados, materias primas y monitoreos ambientales) pertenecientes al caso 1, se detecté
en todas las muestras serotipificadas el serogrupo llb. Esto infiere la idea de que la
contaminacién de los productos terminados y materias primas en este establecimiento se
relaciona directamente con las superficies contaminadas, instrumentos de trabajo y escasez

de buenas practicas de produccion.

En el andlisis minucioso del caso 1, se pudieron identificar los siguientes hallazgos:

- Contaminaciéon de la planta productora de alimentos listos para consumo con L.
monocytogenes.

- Diseminacién de L. monocytogenes entre superficies, materias primas y productos
terminados: se ha detectado la presencia de L. monocytogenes en las materias
primas, productos terminados y superficies de monitoreo ambiental.

- Los productos terminados contaminados son siempre los mismos: un producto
panificado con jamon y queso feteado en su interior.

- En el analisis de monitoreo ambiental se han observado una gran cantidad de
superficies con aislamientos compatibles con L. monocytogenes: feteadoras, bachas,
cortinas, rejillas, cdmaras, tineles, y empaquetadoras.

- Las materias primas no se encuentran contaminadas cuando arriban a la planta. Se

observd que tanto el queso como el jamdn entero no presentaban L.
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monocytogenes, sino que se aislaba el microorganismo luego de fetearse. Esto es
compatible con los aislamientos obtenidos de la feteadora.

- En todos los aislamientos obtenidos de productos terminados, materias primas y
superficies ambientales, se detectd el serogrupo llb. Si bien este analisis molecular
por PCR multiple de serogrupos es insuficiente para asegurar la identidad clonal, este

seria el primer paso a realizar para estudiarla.

Caso 2

El caso 2 corresponde a una empresa elaboradora de productos procesados con
marca, complementada a una planta con actividad frigorifica. Los productos se destinan
tanto al mercado local como al mercado internacional y uno de estos productos son las
salchichas envasadas. En estas ultimas, se realizé la busqueda de L. monocytogenes segun

norma ISO 11290:2017 y posteriormente se serotipific6 molecularmente.

Envio de muestras a través del tiempo

Junio 2020: se recibieron 42 muestras de salchichas provenientes de la planta
procesadora de embutidos con solicitud de busqueda de L. monocytogenes. De estas se

obtuvieron 18 (42,8%) muestras en las cuales se aislé L. monocytogenes (Tabla 20).

Julio 2020: se recibieron 14 muestras de salchichas provenientes de la planta
procesadora. A partir de estas se obtuvo 1 (7,1%) muestra con aislamiento compatible con L.

monocytogenes (Tabla 20).

Diciembre 2020: se recibieron 7 muestras de salchichas provenientes de la planta
procesadora de embutidos. De estas se obtuvieron 5 (71,4%) muestras en las cuales se aislé
L. monocytogenes (Tabla 20).

Ademas, se recibieron 27 muestras provenientes del monitoreo ambiental de las
superficies de trabajo de la planta procesadora. En ninguna de estas se obtuvo aislamiento

compatible con L. monocytogenes.
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Febrero 2021: se recibieron 70 muestras provenientes de monitoreo ambiental de las
superficies de trabajo de la planta procesadora. A partir de estas, se obtuvieron 5 (7,1%)

superficies en donde se aislé L. monocytogenes (Tabla 20).

Las zonas del monitoreo ambiental en las cuales se aislé L. monocytogenes fueron:
1. Punto 8 Drake 1-2/2/21.
2. Punto 8 Drake 1-3/2/21.
3. Tronera de peladoras - 4/2/21.
4. Punto 9 Drake 1-5/2/21.
5. Desagilie N5 -5/2/21.

Tabla 20: Resumen de muestras enviadas de caso 2

Muestras Producto terminado Monitoreo ambiental
Meses Totales Positivas Porcentaje Totales Positivas Porcentaje

(%) (%)

Junio 2020 42 18 42,9 0 0 0

Julio 2020 14 1 7,1 0 0 0

Diciembre 2020 7 5 71,4 27 0 0
Febrero 2021 0 0 0 70 5 7,1
Totales 63 24 38,1 97 5 5,2

Andlisis de serogrupos de los aislamientos positivos

A partir de la totalidad de las muestras recibidas en el laboratorio, se desprende que
de las 63 muestras provenientes de productos terminados (salchichas), se obtuvieron 24
(38,1%) aislamientos compatibles con L. monocytogenes. En cuanto al monitoreo ambiental
se observé que, de las 97 muestras recibidas en el laboratorio, 5 (5,2%) arrojaron resultados

compatibles con L. monocytogenes.

La serotipificacidn molecular se realizd en los 29 aislamientos obtenidos en el caso 2.

Los resultados se observan en la tabla 21:
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Tabla 21: Serogrupos aislados en caso 2

Muestra Cantidad Perfil detectado
Producto terminado 24 1/2b
Monitoreo ambiental 5 1/2b
Total 29 1/2b

Interpretacién de los resultados del caso 2

A partir de estos resultados se evidencid que a lo largo de un periodo de 9 meses, se
recibieron un total de 63 muestras de producto terminado, en donde se obtuvieron 24
aislamientos compatibles con L. monocytogenes pertenecientes al serogrupo llb. En
diciembre de ese mismo afio, las muestras provenientes del monitoreo ambiental de las
superficies de trabajo de la empresa, no presentaron aislamientos compatibles con L.
monocytogenes. Esta primera tanda recibida, coincide con la mayor cantidad de productos
terminados positivos, pero como se observd, no se obtuvieron superficies positivas. Esta no
concordancia entre producto terminado y superficies, resulté extrafia para el laboratorio
debido a la gran cantidad de muestras contaminadas y a la relevante capacidad de L.
monocytogenes de formar biopeliculas.

Posteriormente, en febrero de 2021, y tras el andlisis de 70 muestras de monitoreo
ambiental de superficies, se pudo observar en 5 (3,5%) de ellas aislamientos compatibles
con L. monocytogenes serogrupo llb y correlaciones entre las zonas de muestreo y los dias
en los cuales se realizaron.

Estos resultados acercan a la posibilidad de una cepa de L. monocytogenes llb

permanente en este establecimiento.

Caso 3

El caso 3 corresponde a una empresa de biociencia que desarrolla ingredientes a
base de cultivos microbianos destinados a las industrias de alimentacidn y nutricion,
farmacéutica y agricola. Esta empresa cuenta con plataformas de tecnologia microbiana y
fermentativa, en donde utilizan el poder de bacterias benéficas para responder a las

demandas de las industrias productoras de alimentos.
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En este caso, el cliente se contactd con el laboratorio para evaluar el poder de
bioproteccién de uno de sus productos implementandolo en la planta elaboradora de
salchichas envasadas al vacio. A su vez, como vimos en el caso 2, esta empresa es cliente

regular del laboratorio.

La bioproteccion consiste en emplear un derivado bioldgico, que en este caso fue un
cultivo de bacterias lacticas identificado como Lactobacillus curvatus, para inhibir el
deterioro y proteger contra una contaminacion nociva en los alimentos (que en este caso
seria L. monocytogenes). Este principio facilita el mantenimiento de los productos en forma
fresca y segura. La identificacion del cultivo de bacterias lacticas se realizd en el laboratorio
mediante PCR secuenciacion y MALDI-TOF MS. El indculo de Lactobacillus curvatus que se

utiliza como bioprotector presenta un recuento entre 1.10%-1.10°.

Envio de muestras a través del tiempo

03/12/2021: Se recibieron ocho muestras provenientes de productos terminados
sometidos a distintas condiciones. A estos se les solicité la busqueda y aislamiento de L.

monocytogenes para poner a prueba la eficacia del cultivo bioprotector de bacterias lacticas.

Condiciones
1. Producto terminado crudo sin cultivo bioprotector.
2. Producto terminado crudo sometido al rociado con el cultivo bioprotector.

3. Producto terminado sin cultivo bioprotector horneado.

Tras el cultivo y posterior aislamiento, se obtuvo que en las 2 (25%) muestras
sometidas al rociado del cultivo bioprotector, se obtuvo aislamiento de L. monocytogenes

(Tabla 22).

Tabla 22: resumen caso 3 - primera parte

Matriz Cantidad Presencia de Lm

Pre rociado 4 0

Post rociado

A la salida del horno

0 IN|IN

2
0
2

Total
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21/12/2020: Debido a la incongruencia en los resultados del anterior estadio, la
empresa de biociencia decide enviar al laboratorio muestras provenientes de productos
terminados y monitoreos ambientales sin el empleo del cultivo bioprotector. En esta etapa,
se recibieron 21 muestras provenientes de monitoreo ambiental y productos terminados en
distintos estadios. De estas, 10 corresponden a muestras de productos terminados y 11 a
monitoreos ambientales. Las 11 muestras de monitoreo ambiental provienen de hisopados
de superficies de las dreas de trabajo en la planta elaboradora de salchichas. Un total de 5
(24%) muestras de monitoreo ambiental arrojaron resultados compatibles con L.

monocytogenes.

Las muestras de producto terminado corresponden a los siguientes estadios (Tabla 23):
- Producto terminado esteril (sin cultivo bioprotector).

- Producto terminado esteril y envasado (sin cultivo bioprotector).
Luego de la realizacién del cultivo, se aislé L. monocytogenes en 5 (23,8%) hisopados
de las superficies monitoreadas. En los productos terminados no se obtuvieron aislamientos

compatibles con L. monocytogenes.

Tabla 23: resumen caso 3 - segunda parte

Matriz Total Presencia de Lm
Monitoreo ambiental 11 5
Producto terminado esteril 2 0
Producto terminado envasado 8 0
Total 21 5

04/02/21: se recibieron 7 muestras provenientes de monitoreo ambiental en donde
en una (14,2%) de ellas se aislé L. monocytogenes. En esta oportunidad, no se recibieron

muestras de producto terminado (Tabla 24).

Tabla 24: resumen caso 3 - tercera parte

Matriz Total Presencia de Lm

Monitoreo ambiental 7 1
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Analisis de serogrupos de los aislamientos positivos

De los 8 aislamientos compatibles con L. monocytogenes identificados en el
laboratorio, y luego de realizar la serotipificacion molecular, se obtuvo en todos los casos el

serogrupo llb (Tabla 25).

Tabla 25: Serotipificacidn de aislamientos de caso 3

Muestras Total Perfil aislado
PT post rociado 2 1/2b
Monitoreo ambiental 6 1/2b
Total 8 1/2b

Interpretacién de los resultados del caso 3

Segun lo detectado en el caso 3 (y vinculdandolo con el establecimiento del caso 2), se
puede observar que la problematica del establecimiento radica en la contaminacién a nivel
ambiental de la planta procesadora, lo que genera que se aisle L. monocyogenes tanto en los
productos terminados como en los monitoreos ambientales. Con respecto al cultivo
bioprotector, no se pueden generar conclusiones debido a que las primeras medidas a tomar
deberian ser las de sanitizar la planta y asegurarse de que las buenas practicas de
produccidon se lleven a cabo correctamente y posteriormente analizar si el cultivo

bioprotector es efectivo o no.

Caso 4

El caso 4 corresponde a una empresa lactea de origen argentino vinculada a capitales
extranjeros. Esta empresa comercializa sus productos en Argentina y otros paises (Francia,
Espafia, Alemania, Irlanda, Republica Checa, Hungria, Polonia, Serbia, Ucrania, India, Japdn,
Egipto, Estados Unidos, Brasil, Uruguay y Chile). Algunos de los productos que
mayoritariamente comercializa son: leche, crema, dulce de leche, yogur, queso untable,

manteca, queso rallado, quesos en fetas, quesos blandos, quesos semiduros y quesos duros.

Envio de muestras a través del tiempo

El cliente se contactd con el laboratorio en el mes de diciembre de 2020 para enviar

una muestra de producto terminado (queso) la cual ya presentaba la confirmacion por
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cultivo de L. monocytogenes. Posteriormente, al mes siguiente (enero 2021), se recibieron
en el laboratorio dos muestras provenientes del monitoreo ambiental de superficies de
trabajo de la empresa lactea. Tras el cultivo, se obtuvo aislamiento compatible con L.

monocytogenes en las dos muestras de monitoreo ambiental.

Andlisis de serogrupos de los aislamientos positivos

A los tres aislamientos compatibles con L. monocytogenes, se les realizd la
serotipificacion molecular. Es importante destacar, que ambas muestras de monitoreo

ambiental (superficie 1 y superficie 2), arribaron al laboratorio el mismo dia.

Los resultados se observan en la tabla 26:

Tabla 26: Resumen caso 4

Muestra Fecha de ingreso Perfil aislado
Producto terminado Diciembre 4b
Superficie 1 Enero 4b
Superficie 2 Enero 1/2b

Interpretacién de resultados del caso 4

Segln lo detectado en el caso 4, se pudo observar que el producto terminado
analizado en primera instancia presentaba un aislamiento de L. monocytogenes serogrupo
IVb. Posteriormente, tras analizar dos esponjados de monitoreos ambientales de esta planta,
se pudo detectar que se aislé en una de ellas L. monocytogenes serogrupo IVb y en la otra L.
monocytogenes serogrupo llb. Esto podria significar que el producto terminado se
contamind con la superficie 1 (y no con la 2). Debido a que la cantidad de muestras recibidas
son escasas y la informacion brindada por parte del cliente es insuficiente para sacar
conclusiones, se necesitaria ampliar el estudio para realizar un mejor analisis de la

casuistica.
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Discusion

Para los fines practicos y tradicionales, la serotipificaciéon continta siendo hoy en dia
el método de subtipificacién de primer nivel en los laboratorios de salud publica, a pesar de
su limitada capacidad para rastrear aislamientos (Nyarko & Donnelly, 2015), el bajo poder
discriminatorio del método y la dificultad de replicacion (Brosch et al., 1996). Para escapar a
estas limitaciones, el ensayo de PCR multiple que incluye los genes Imo0737 , Imo1118,
ORF2819, ORF2110 y prs para la identificacion molecular de los cuatro serogrupos
principales de L. monocytogenes (lla, llb, llc y IVb), desarrollado por Doumith et al (2004),
resultd ser una alternativa confiable (Doumith, Buchrieser, et al., 2004; Doumith, Cazalet, et

al., 2004).

Del total de los aislamientos obtenidos compatibles con L. monocytogenes, se
serotipificaron 180 muestras provenientes de distintos origenes. A partir de los aislamientos
serotipificados se observé que el serogrupo mayoritario con un 68,9% es el serogrupo llb,
seguido del llc que representa el 20,5% y por ultimo el IVb y el lla que representan el 5,6% y
el 5% respectivamente. Si bien la PCR multiple propuesta no distingue dentro de los
serogrupos estudiados, los serovares 3a, 3b, 3c, 4a, 4c, 4e, 4d y 7 son muy poco frecuentes
en los alimentos y rara vez se han detectados en listeriosis humana (Doumith, Buchrieser, et
al., 2004). El presente trabajo aporta valiosa informacién sobre los serogrupos prevalentes

que circulan en nuestro pais.

En una investigacién realizada en Uruguay en comercios minoristas e industrias de
alimentos, observaron comparablemente al serotipo 1/2b como el mayoritario y proponen
que puede permanecer viable durante periodos prolongados (Braga et al., 2017).
Investigadores de distintas partes del mundo obtuvieron resultados diferentes. Paduro et al.
(2017) en Chile, en una investigacién de vigilancia en muestras de alimentos y aislamientos
clinicos de L. monocytogenes que tuvo una duracion de diez afios, encontraron que los
serotipos mas detectados fueron el 4b (40%) y 1/2a (31,2%). Por su parte, Wu et al. (2015)
en productos crudos, al igual que Yu et al. (2014) en productos de comercios minoristas,

observaron en su investigaciéon entre el afio 2012 y 2014 en China que el serotipo
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mayoritario fue el 1/2a con el 45,2%, seguido de 1/2b con el 30,6%, 1/2c con el 16,1% y por

ultimo el 4b con el 5,2%.

Segln lo detectado en distintas partes del mundo y lo observado en esta
investigacidn el serogrupo mayoritario es variable seguin la regién del mundo en el cual se
esté realizando el aislamiento (Y. Liu et al., 2019), la matriz de la cual se aisle (Augustin et al.,
2011) y el origen establecimiento del cual se recolecte (Londero, Costa, Galli, et al., 2019).
Estas variaciones se encuentran relacionadas a la capacidad de la L. monocytogenes para
adherirse y persistir en distintas regiones, superficies y elementos de trabajo y de resistir a

agentes sanitizantes (Carpentier & Cerf, 2011).

Los productos cdrnicos se consideran una de las principales fuentes de transmisién
de L. monocytogenes y esta es una de las razones por la cual la principal matriz de estudio
del laboratorio son justamente este tipo de alimentos. Teniendo en cuenta la totalidad de
matrices cdrnicas que ingresaron al laboratorio, se pudo observar que el porcentaje de
positividad fue del 17,6%. En Argentina, existen escasos estudios nacionales en donde se
evalud la prevalencia del patdégeno en cuestidon en carne cruda bovina y porcina [Red de
Seguridad Alimentaria del CONICET; https://rsa.conicet.gov.ar]. Sin embargo, en China, se ha
informado un nivel de prevalencia de L. monocytogenes en carne y productos carnicos de
29,9% (M. Chen et al., 2019). Segun estas investigaciones, la variaciéon puede atribuirse a
diferencias en el tamafio de la muestra, la constitucién propia de la muestra, la ubicacion

geografica, los procesos de manufactura, entre otros factores.

En la presente investigacidn, se observé que el serogrupo mayoritario fue el llb en un
64% de los aislamientos. Sin embargo, con el objetivo de profundizar el analisis de la
categoria de cdrnicos, se realizé un desglose dependiendo de las diferentes caracteristicas y

origenes de las matrices carnicas que se incluyen en esta categoria.

La subcategoria de carne vacuna cruda en donde se obtuvieron 82 muestras con
aislamientos compatibles con L. monocyotgenes, representd un 14% de la positividad de los
carnicos a diferencia de lo que estimado por Liu et al (2019) en China con una prevalencia de

L. monocytogenes en carne cruda del 8,5%. En el anadlisis de serogrupos de esta
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subcategoria, se observa que el 85% de los aislamientos corresponde al serogrupo llb, luego
en menor medida el lic (12%) y el lla (3%). Si bien las muestras de carne cruda recibidas en
el laboratorio son mayoritariamente recortes bovinos, cuando comparamos los resultados
obtenidos con una investigacion de la regidn realizada por Londero, Costa, Galli et al. (2019)
en carne picada cruda se observa que la distribucidon de los serotipos que hallaron fue la
siguiente: 1/2c (57,6%), 1/2b (18,7%), 4b (12,9%), 1/2a (6,5%) y 4a/4c (4,3%). Las razones de
esta diferencia pueden deberse principalmente a la matriz del estudio (teniendo en cuenta
gue en esta investigacion no se estudiaron este tipo de matrices), asi como también la zona
en donde se realizo la investigacion y los proveedores involucrados en el abastecimiento de
la carne cruda. Esto Ultimo, toma relevancia si tenemos en cuenta que la gran mayoria de las
contaminaciones en los alimentos estudiados se relacionan intimamente con las condiciones

de los establecimientos.

Otro de los principales vehiculos de Listeria spp. son las aves de corral, que pueden
propagar este microorganismo al medioambiente (Jamshidi & Zeinali, 2019). L.
monocytogenes se ha informado en diferentes productos avicolas, desde productos crudos
hasta cocidos (Osaili et al., 2011). En esta investigacidn, en la subcategoria de rebozados de
pollos se observé un 40,4% de positividad para aislamientos de L. monocytogenes. Este
resultado es comparable con el de Schifer et al. (2017), en donde informaron que la tasa de
contaminacion de las muestras de pechuga de pollo y muslo de pollo fue de 8,64% y 44,19%,
respectivamente (Schafer et al., 2017). En esta subcategoria se observd que el serogrupo
mayoritariamente aislado es el llc en un 67% de las muestras, seguido por el llb en un 17%
de las muestras, el lla con un 11% y por ultimo el IVb con un 6% de las muestras. Estos
resultados difieren a los detectados por otros investigadores en donde en algunos casos, el
serotipo 1/2b fue el mas hallado (Zeinali et al., 2015) y en otros en donde el 4b fue el mas
predominante en productos avicolas (Fallah et al., 2012).

En nuestro caso, la procedencia de las muestras de un Unico establecimiento juega
un rol crucial en el perfil mayoritariamente hallado, ademds de que la diversidad de
serogrupos aislados hace referencia a que el proveedor de materias primas de pollo no seria
uno solo (el andlisis de los origenes de las muestras con sus respectivos serogrupos se hara

en otro apartado).
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La subcategoria de chacinados arrojé un porcentaje de positividad del 18,5% vy el
serogrupo mayoritariamente hallado en esta matriz fue el lic (62%), seguido del Ilb (23%) y
por ultimo el lla (15%). Para algunos investigadores, el procesamiento y la produccién de
chacinados en si ha demostrado ser una causa importante de contaminacion (Prencipe et al.,
2012). En Brasil, por ejemplo, los resultados de una investigacion realizada en San Pablo
fueron sustancialmente diferentes a los obtenidos en esta investigacion. En ese caso, la tasa
de positividad fue de 0,8% en muestras de jamdn vy los serotipos mayoritariamente hallados
fueron en orden decreciente, 4b (37,5%), 1/2b (25%), 3b (25%) y 1/2c (12,5%) (Martins &
Leal Germano, 2011). Las diferencias que se observan con respecto a nuestra investigacion,
podrian radicar en que los productos analizados en Brasil se encontraban en estadio de
comercializacion, a diferencia de los analizados en nuestra investigacién en donde los
productos se encuentran en la etapa previa a la liberacidon del lote. Ademas, es fundamental
las condiciones de los establecimientos, la diversidad de matrices que se procesan en estos y
las manipulaciones que sufren previo al envio al laboratorio. Algunas de las medidas que se
podrian tomar para mejorar la calidad y asegurar la inocuidad del producto podrian
resguardar las buenas practicas de manufactura, preservar la higiene en la manipulacién,
preparacién, elaboracién, envasado, almacenamiento, transporte vy distribucién de

alimentos para consumo humano, con el objeto de garantizar la inocuidad del producto.

En la subcategoria de embutidos se observé que la tasa de positividad de L.
monocytogenes es de 27%. Este porcentaje, es comparable con las investigaciones de De
Cesare et al. (2007) en donde la prevalencia global de L. monocytogenes en las salchichas
muestreadas fue del 28,2% y de Mureddu et al. (2014) en donde informaron una prevalencia
del 31,5%. En esta matriz, se encontré que el 100% de las muestras presentaban el
serogrupo llb, sin presencia de los otros tres serogrupos, hallazgo no comparable a otros
estudios como por ejemplo el de Mureddu et al. (2014) en donde observaron que el

serotipo prevalente resultd 1/2c (43%), seguido de 1/2a (40%), 4b (8,6%) y 1/2b (8,6%).

Es importante destacar que la alta prevalencia de L. monocytogenes en la carne y los

productos cdrnicos en algunos casos, pero no en otros, sugiere que la contaminacion

86



probablemente ocurra a nivel de procesamiento. Esto suele estar asociado con las
condiciones de higiene de los entornos minoristas en los cuales se dispensan estos
productos.

Adicionalmente, en un andlisis sobre consumo de embutidos fermentados y riesgo
de listeriosis realizado en Argentina, se observé que el riesgo de enfermedad (listeriosis) por
consumo de paleta de cerdo, es insignificante incluso en las poblaciones mas susceptibles.
Estos investigadores afirman que el estricto control de la temperatura del proceso es de vital
importancia para disminuir el riesgo de listeriosis. Ademas, la protecciéon que otorga el
actual criterio microbiolégico argentino para los embutidos fermentados y la paleta de cerdo
curada en seco (ausencia de L. monocytogenes en 25 g de producto) garantiza la inocuidad

de estos productos (Brusa et al., 2021).

Finalmente, es interesante destacar que existen investigaciones en listeriosis bovina
en Argentina en donde han aislado el patégeno en los ambientes de feedlot y tambos
asociados a sistemas de produccioén intensivos. En estos se utilizan cominmente diferentes
suplementos alimenticios y es frecuente el aislamiento de L. monocytogenes asociada al

agua, los alimentos de los animales y sus ambientes (Margineda et al., 2012).

El consumo de productos alimenticios listos para consumo se encuentra en
crecimiento debido al estilo cambiante de vida de los ciudadanos. L. monocytogenes
presenta una alta tasa de supervivencia y se ha aislado de alimentos listos para consumo
crudos, minimamente procesados e incluso procesados térmicamente (Jamali et al., 2013).
Este patdgeno es considerado un indicador del estado sanitario de las plantas procesadoras
de alimentos (Jemmi & Stephan, 2006) debido a su capacidad de formar biofilms que son

resistentes a los sanitizantes.

En esta investigacidon, los aislamientos de L. monocytogenes en muestras de
alimentos listos para consumo, representan el 16%. Este resultado es similar con el 13,5%
observado por Szymczak et al. (2020) en una reciente investigacién. En cuanto a los
serogrupos hallados en nuestra investigacién, se observé mayoritariamente el serogrupo llb
(74%), luego el lic (23%) y por ultimo el IVb (2%). El serogrupo llb, aislado cominmente en

alimentos listos para consumo, participa en la mayoria de los brotes de enfermedades
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transmitidas por los alimentos siendo un problema en la salud publica (Jamali et al., 2013)
((Wang et al., 2015). Nuestra investigacién coincide con la realizada en Corea en alimentos
listos para consumo a base de pescado y los entornos de procesamiento, en donde
observaron que las cepas aisladas pertenecian mayoritariamente al serotipo 1/2b (73%) y
que 11 de las muestras de hisopos ambientales obtenidas pertenecian al mismo serotipo

(Lee et al., 2017).

Lo anteriormente nombrado difiere con lo observado por otros investigadores en
otras partes del mundo. En Japén por ejemplo, en una investigacion en donde tan solo se
aislé L. monocytogenes en 52 (1,7%) de 2980 muestras, el serotipo mas comun fue 1/2a

(Shimojima et al., 2016).

Seglin una investigacién realizada por Kurpas et al (2018) en alimentos listos para
consumo con contenido cédrnico, una de las formas mas importantes de proteger los
alimentos de L. monocytogenes es prevenir la propagacion de las bacterias en las plantas de
procesamiento en las diferentes etapas de la cadena de produccién de alimentos. Estas
etapas son las siguientes: cadena de produccién de la carne, ganado con adecuado manejo
veterinario y calidad de los piensos, almacenamiento de la carne, entorno de procesamiento

de los alimentos listos para consumo y los comercios minoristas (Kurpas et al., 2018).

Los alimentos listos para consumo que estdn contaminados con L. monocytogenes
podrian plantear graves problemas de salud debido a que las condiciones de
almacenamiento inadecuadas pueden permitir un rapido crecimiento del patégeno. Algunas
de estas condiciones errdneas se deben a la refrigeracién a destiempo, temperaturas por
encima de los niveles recomendados, errores en las condiciones de almacenamiento de
acuerdo a las caracteristicas del producto, consumo del alimento a destiempo, entre otras

(Center for Food Safety & Nutrition, 2021).

La categoria de bebidas hidricas, agua y agua gasificada y la de alimentos lacteos se
discutirdn en conjunto debido a las similitudes que presentan. La categoria de bebidas
hidricas, agua y agua gasificada estd conformada en su totalidad, en el presente trabajo, por

helados y se ha detectado que el porcentaje de positividad de L. monocytogenes fue del
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4,2%. En esta categoria se detecté al serogrupo Ilb como el mayoritario (73%) vy
posteriormente al IVb (27%). Por otra parte, los alimentos lacteos presentaron un porcentaje
de positividad del 14,3%. En esta categoria se detecto principalmente al serogrupo lla (50%),
luego el llb (25%) y IVb (25%). La relevancia de estos resultados radica en la forma de
consumo de estos alimentos. Tal como informa Barbuddhe et al (2008), los serotipos 1/2a,
1/2b y 4b son los principales serotipos asociados con enfermedades en humanos. En la
bibliografia consultada no se han encontrado gran cantidad de investigaciones haciendo foco
en estas matrices. Pese a eso, durante el 2015 se desatd un brote asociado al consumo de
helados en Estados Unidos, evidenciando que las mejoras en la epidemiologia y los métodos
de deteccion, han llevado al reconocimiento temprano de los brotes asociados a los

productos lacteos (Buchanan et al., 2017).

A su vez, en una investigacion realizada en San Pablo en quesos, salmuera y ambiente
de produccion de queso, se detectaron los serotipos 4b, 1/2by 1/2c. Ademads, en esta misma
investigacion se evalud la capacidad de producir biofilms por cada uno de estos serotipos y
se concluyd que no se observd relacidon entre los serotipos y su capacidad para formar

biopeliculas (In Lee et al., 2017).

Cabe destacar que el serotipo 4b es el mas frecuentemente hallado en los casos de
listeriosis humanas. En algunas investigaciones este serotipo representa mas del 55% de los
casos de listeriosis invasiva (Kuch et al., 2018). Pese a esto, existen algunas investigaciones
realizadas en matrices alimentarias que plantean la hipétesis de que, aunque el serogrupo
IVb podria llegar a tener una mayor virulencia, seria menos capaz de sobrevivir en los
alimentos en comparacién con los otros serogrupos (Kathariou, 2002; Lomonaco et al., 2015;

Walecka-Zacharska et al., 2015).

Si bien este tipo de matrices no constituyen el nimero mayoritario de esta tesis, es
importante tener en cuenta que existen investigaciones realizadas en bovinos y ambientes
de predios lecheros en donde se ha detectado la presencia de L. monocytogenes en amplia
distribucién alertando de la importancia y peligro potencial que representan para la salud
humana y animal (Latorre et al., 2009; Mohammed et al., 2009). Ademas, segin Matto et al

(2019), se ha detectado la presencia de bovinos portadores clinicamente sanos que excretan
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L. monocytogenes por materia fecal. Esto constituye un riesgo potencial de contaminacién
de la leche y de distribucion del patégeno en el ambiente de los sistemas de producciéon

lechera (Matto et al., 2019).

L. monocytogenes puede afectar a las industrias productoras de vegetales
congelados debido a que estos alimentos no estdn sometidos a tratamientos térmicos para
eliminar a este patogeno del producto final (Panadero et al., 2019). Los alimentos se pueden
contaminar en cualquier eslabén de la cadena productiva, asi como también en el
almacenamiento en frio. Ademads, la reversibilidad de los dafios tras la congelacién de L.
monocytogenes contribuye a que los vegetales congelados contaminados sean una fuente
potencial de infeccidn. Segln diversos estudios, la incidencia de este patdgeno en vegetales

congelados se encuentra entre 1,2% y 46% (Flanders & Donnelly, 1994).

Otros estudios indican que el riesgo de transmision de L. monocytogenes por el
consumo de verduras es bajo. Pese a esto, la persistencia del patégeno es motivo de
preocupacion por lo que se recomiendan controles periddicos de la presencia de Listeria
spp. en este tipo de industrias y una revisidn periddica de los procedimientos de limpiezay

desinfeccién utilizados en las plantas (Aguado et al., 2004).

Si bien en esta investigacion, los vegetales y vegetales congelados no se encuentran
en gran proporcidn, se detectd que el porcentaje de positividad fue de 5,1% y que los
serogrupos obtenidos, en igual proporciones, fueron el lla y el llb. Estos resultados
presentan similitudes con los obtenidos por otros grupos de investigaciéon en donde
detectaron en un 66% de sus aislamientos de L. monocytogenes el serotipo lla (Moreno et

al., 2012).

Hasta el momento en Argentina, todas las cepas de L. monocytogenes se consideran
potencialmente patdgenas. Los avances futuros en la asociacion de determinados
marcadores de virulencia con los diferentes grupos genéticos de L. monocytogenes
permitirdn mejorar la evaluacion de riesgos de la enfermedad que causa este
microorganismo, teniendo en cuenta no sélo la definicién de la especie sino también la de

los subtipos virulentos (Lopez et al., 2006).
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Uno de los aspectos fundamentales a analizar a la hora de evaluar los resultados
observados en esta investigacion es la procedencia de cada una de las muestras y su relacion
con el serogrupo mayoritariamente observado en cada uno de los establecimientos
involucrados. Segun lo detectado en el presente trabajo, existe una marcada tendencia en
las industrias productoras de alimentos en aislar un serogrupo determinado a lo largo del
tiempo y de la cadena de producciéon. Como pudo observarse, el patrdon caracteristico
involucra al mismo serogrupo (L. monocytogenes serogrupo lIb), pese a que las materias
primas necesarias para la produccidn en cada uno de los casos son sustancialmente
distintas. En base a esto, cobra fuerza la idea de que L. monocytogenes serogrupo llb podria
presentar cierta ventaja evolutiva que favorece el establecimiento de la misma en

determinados ambientes (Kadam et al., 2013).

Pese a esto, también se detecta que en otros establecimientos, existe una mayor
variabilidad en cuanto a los serogrupos hallados observandose mayoritariamente en ambos
el serogrupo llc, pero con presencias también de los otros tres. Puede pensarse que esta
situacién es debida al abastecimiento de materia prima de diferentes origenes y que
reunidos en un mismo establecimiento, da como resultado un amplio abanico de
serogrupos. Apoyando esta observacion, algunas investigaciones sostienen la hipdtesis de
que ciertas serovariedades de L. monocytogenes podria causar una contaminacion
persistente en las instalaciones de las industrias de alimentos mas que otras serovariedades
debido a la seleccion natural. Sin embargo, este es un concepto que no se encuentra

estudiado en profundidad (Autio et al., 2003; Lundén et al., 2003).

Es importante destacar que algunos de los establecimientos analizados, la gran
cantidad y diversidad de productos que se manufacturan (carne vacuna cruda, chacinados y
embutidos), colaboran a la variabilidad genética hallada pudiendo aportar cada una de las
matrices un serogrupo distinto por tratarse de matrices, origenes y animales faenados

diversos.

Las investigaciones de Hoelzer et al. (2012) informaron que las probabilidades de

transferencia de L. monocytogenes dentro de las industrias pueden ser desde tablas de
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cortar, balanzas, cajas, fregaderos, desagiies de piso, estantes, cuchillos, superficies de
contacto hacia los productos terminados y alimentos involucrados en la cadena de
produccidon. Ademas, debido a la alta prevalencia de L. monocytogenes en las diversas
materias primas, subproductos y ambientes, se deben idear medidas y reglamentaciones de
desinfeccién para reducir la prevalencia de la contaminacion a nivel de procesamiento en los

establecimientos (Hoelzer et al., 2012).

La mayoria de los casos de listeriosis estan asociados al consumo de alimentos
contaminados. Es bien conocido que algunas cepas de L. monocytogenes pueden persistir
durante meses o afos en plantas productoras de alimentos y en la industria cédrnica
aumentando el riesgo de contaminacion del producto final (D’Arrigo et al., 2020). Debido a
esta capacidad que presenta L. monocytogenes de mantener la viabilidad en alimentos y en
el medio ambiente industrial, y la dificultad que presenta su eliminacién y control, es que
regularmente, los establecimientos productores de alimentos deben ejecutar un plan de
monitoreo de los ambientes de trabajo que garantice la seguridad de los alimentos
elaborados. Algunas investigaciones sugieren que la efectividad de la limpieza y desinfeccion
podria estar relacionada con la complejidad de las lineas de procesamiento y las maquinas

utilizadas (Thevenot et al., 2005).

Las medidas que se recomiendan para el control de patégenos (en este caso L.
monocytogenes) en ambientes de produccion de alimentos son los siguientes (Henriques et
al., 2017; Isequilla, 2018; Panadero et al., 2019):

1. Separar los alimentos crudos de los productos listos para el consumo.
2. Buenas practicas de manufactura y condiciones controladas: las buenas practicas se
aplican tanto para el personal de las industrias como a los procesos de produccion.

Las mesadas de trabajo y los pisos deben encontrarse secos, sin grietas y en buenas

condiciones para evitar la generacidon de nichos bacterianos y la promocion de su

crecimiento.
3. Disefio sanitario de instalaciones y equipos: se debe prestar particular atencidn a la

sanitizacion de los equipos. Los sanitizantes deben ser los adecuados en cada caso y

deben penetrar hasta el interior de los equipos. Las herramientas de trabajo se

deben desarmar para sanitizar en profundidad.
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4. Monitoreo ambiental regular de L. monocytogenes (y otros patégenos ambientales).

Los estudios sobre la ecologia microbiana del entorno en el cual se procesan los
alimentos en las industrias, son fundamentales para comprender cémo se instala un
determinado patdgeno y poder encauzar los esfuerzos para poder erradicarlo. Algunas cepas
de L. monocytogenes tienen la capacidad de establecerse en las plantas de procesamiento
de alimentos y permanecer durante meses o afios (Tompkin, 2002). Esta caracteristica de
establecimiento de una bacteria en una determinada zona se vio reflejada en el andlisis del
caso 1, en donde se observa la persistencia de L. monocytogenes serogrupo llb en la planta

en donde se procesan y manufacturan alimentos listos para consumo.

La planta procesadora del caso 1 constituye lo que comunmente se conoce como
nicho o sitio de refugio. Un nicho es un sitio dentro del entorno de fabricacién en el que un
patégeno con las capacidades como las de L. monocytogenes se establece y se multiplica
(Valderrama & Cutter, 2013). Estos sitios pueden resultar imposibles de sanitizar mediante
procedimientos normales de limpieza y desinfeccion. Como se ha visto, por ejemplo, en la
feteadora desarmada, la bacteria penetra hasta las zonas mas internas de una herramienta,
dificultando o imposibilitando su erradicacion. Estos sitios son reservorios desde los cuales
el patégeno se dispersa durante la produccidon y contamina posteriormente las superficies de
contacto, las materias primas y el producto terminado. Tal como se ha visto en algunas
investigaciones (D’Arrigo et al., 2020), si bien la contaminacion fue mayor durante el
procesamiento también se observé después de la limpieza y desinfeccion observando la

ineficiencia del procedimiento sanitizante y de los sanitizantes empleados.

Algunas investigaciones muestran que una carga inicial minima de este patdgeno,
seria necesaria para que las bacterias persistan en un nicho y que la Unica forma de evitar
esta persistencia seria la limpieza y desinfeccion inmediata. Ademas, en contraposicion a lo
anteriormente comentado, estos investigadores detectaron que no existen cepas de L.
monocytogenes con ventajas evolutivas que favorezcan la persistencia, sino sitios de refugio

con determinadas condiciones que favorecen la permanencia (Carpentier & Cerf, 2011).
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En cuanto al serogrupo hallado (llb) es conocido que tiene un efecto significativo en
la formacién de biofilms. Algunas investigaciones sugieren que las cepas del serotipo 1/2b
asi como las del 1/2a forman un mejor biofilm que las cepas del serotipo 4b en un medio
rico en nutrientes, mientras que en un medio pobre en nutrientes los niveles de produccién
de biopelicula de las cepas de serotipo 1/2a y 4b fueron bastante similares e inferiores a los
de las cepas de serotipo 1/2b (Kadam et al., 2013). Esto explicaria el por qué del
establecimiento de L. monocytogenes serogrupo llb en planta procesadora del caso 1
revelando la vital importancia de monitorear la presencia de este patdgeno y este

serogrupos en los ambientes de elaboracidn de alimentos.

Tal como se detectd en el caso 2, es conocido que L. monocytogenes se ha
encontrado en todas las etapas de la industria de la carne de cerdo desde los mataderosy a
lo largo de toda la cadena productiva (Lopez et al., 2008). Las fuentes de contaminacion de L.
monocytogenes durante el sacrificio provienen del ambiente (Meloni, 2015). A lo largo de la
cadena de suministro de carne de cerdo, los niveles de contaminacién por L. monocytogenes
suelen ir aumentando (Lopez et al., 2008). Ademas, debido a su alta tolerancia al pH bajoy
la alta concentracion de sal, este patégeno es de muy dificil control en los entornos de

procesamiento de salchichas fermentadas (Thévenot et al., 2006).

Segun lo comentado en resultados en donde se observd que un mismo aislamiento
de L. monocytogenes tanto en salchichas como en monitoreos ambientales, se puede
asegurar que la carne cruda es una fuente importante de contaminacién de los ambientes
de produccion y de los equipos de trabajo. Segin Chasseignaux et al. (2004), las zonas
usualmente mds contaminadas son las areas de recepciéon de materias primas, los estantes
de las heladeras y las salas de procesamiento. Algunas investigaciones aseguran que
descontaminar las superficies en donde se procesa la carne es un desafio especial porque,
cuando L. monocytogenes queda atrapada en una biopelicula, recibe una protecciéon

adicional contra los desinfectantes y tratamientos disponibles (Zhao et al., 2004).

En cuanto a la serotipificacién molecular, se observé que en la totalidad de los
aislamientos obtenidos (n=29), se detectd el serogrupo Ilb. Como se comenté

anteriormente, L. monocytogenes es capaz de sobrevivir en condiciones diversas y por esta
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razén se detecta en los productos finales. L. monocytogenes serogrupo llb puede
considerarse como una cepa facilmente adaptable. Es por esta razén que se ha aislado tanto
de las salchichas como del entorno de la industria. Este patdgeno y particularmente aquellas
cepas que se adaptan a sus entornos son un problema muy importante para las industrias,
ya que tanto si provienen de la carne cruda o del ambiente, pueden contaminar vy

permanecer en los productos finales (Lopez et al., 2008).

Por lo expuesto, las salchichas pueden estar contaminadas con L. monocytogenes
qgue provienen de diversas fuentes: carne cruda, entornos de los mataderos, produccién y
condiciones de postprocesamiento. Para prevenir estas fuentes de contaminacion, se deben
aplicar rigurosas decisiones que tienen que ver con buenas prdacticas de fabricacion,

esquemas de muestreo correctos y procedimientos adecuados de limpieza y desinfeccion.

Tal como se comentd anteriormente, el caso 3 y el caso 2 se encuentran
estrechamente relacionados. Hoy en dia, los cultivos bioprotectores se encuentran
reemplazando los conservantes naturales y a los extractos vegetales y animales debido a que
estos Ultimos pueden cambiar el olor, el sabor y la textura de los alimentos (Woraprayote et

al., 2016).

En el caso 3 se empled un cultivo de L. curvatus como cultivo bioprotector para
controlar y erradicar la presencia de L. monocytogenes en las salchichas. Esta bacteria acido
lactica produce dos tipos de bacteriocinas, que presentan actividad antimicrobiana contra la
especie Listeria spp. (Blanco Massani et al., 2015). Varios autores han demostrado la eficacia
de cultivos bioprotectores para evitar el crecimiento de L. monocytogenes en carnes cocidas

(Bredholt et al., 1999, 2001; Vermeiren et al., 2004).

La coccion y la pasteurizacion de productos como las salchichas suelen eliminar la
presencia de L. monocytogenes. Para eliminar la recontaminacién, el procesamiento suele
realizarse en salas blancas, donde el ambiente se desinfecta completamente y el aire se
filtra, lo que reduce en gran medida la propagacion de patdgenos. Ademas, las herramientas

se limpian y desinfectan, y los trabajadores reciben capacitacion en buenas practicas de
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produccidn. Estas medidas, empleadas por parte de las plantas productoras, suelen reducir

la contaminacién con L. monocytogenes (lacumin et al., 2020).

Sin embargo, como se ha visto en este caso, el producto se puede recontaminar en el
proceso de envasado si las condiciones ambientales no son dptimas. Si bien en este caso se
observa que se obtuvo aislamiento de L. monocytogenes post rociado con el cultivo
bioprotector, como el monitoreo ambiental arrojé también resultados positivos, existe la
posibilidad de que el producto se haya recontaminado. Estos resultados son escasos para
sacar conjeturas sobre la eficacia del cultivo bioprotector y seria necesario realizar mas
ensayos desafiando este cultivo contra el patdgeno en cuestion. Tal como observamos en el
caso 2, el serogrupo aislado en la totalidad de los aislamientos compatibles con L.
monocytogenes fue el llb, lo que refuerza la posibilidad de una contaminacién cruzada entre
el ambiente y el producto terminado. En una reciente investigacidn se reveld que los cultivos
bioprotectores exhibieron un efecto inhibitorio significativo sobre la expresién de diversos
genes asociados a la patogenicidad y la formacion de biopeliculas por parte de L.
monocytogenes (Hossain et al., 2021), por lo que el empleo de cultivos bioprotectores para

el control de L. monocytogenes es prometedor.

Los protocolos de limpieza y desinfeccion minuciosos pueden prevenir la formacion
de biopeliculas de L. monocytogenes y son necesarios para evitar la contaminacion de las
plantas productoras de alimentos y los productos terminados, de modo de resguardar la

salud publica de los consumidores (Henriques et al., 2017).

El establecimiento del caso 4 se encuentra representado por una escasa cantidad de
cepas. Pese a esto, la importancia de hacer una evaluacién del mismo radica en el tipo de
matriz involucrada (lacteos), la forma de consumo de esta matriz, la deteccién del serogrupo
mayormente aislado en los casos de listeriosis humanas y la deteccién adicional de otro

serogrupo acompafiante en dos muestras recibidas durante la misma jornada laboral.

La deteccion de los serogrupos llb y IVb en matrices lacteas y productos derivados de
estos, coincide con la realizada por Kevenk et al. (2016) en donde obtuvieron resultados que

indican una mayor prevalencia de los serotipos de L. monocytogenes 4b y 1/2b.
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Similarmente, Hofer et al. (2000), detectaron a L. monocytogenes serotipo 4b como el mas

frecuente en leche en Brasil y L. monocytogenes 1/2b ocupé el segundo lugar en su estudio.

La presencia de L. monocytogenes serogrupo IVb en la leche y los productos lacteos
son de vital importancia y preocupacién por la salud publica, ya que este es el serotipo
predominante en los casos de listeriosis en humanos (D. Liu et al., 2006; Roberts et al.,
2006). De esta manera, y comparativamente a lo observado en la investigacion
anteriormente nombrada, es imperativo llevar a cabo medidas preventivas, incluidas la
implementacion de buenas practicas de higiene, técnicas de pasteurizacion y buenas
practicas de fabricacion durante la preparacion de leche y productos lacteos ademas de

asegurar la cadena de frio durante el almacenamiento (Kevenk & Gulel, 2016).
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Conclusiones parciales

Segln lo expuesto en este capitulo se pueden obtener las siguientes conclusiones

parciales:

La puesta a punto de la PCR multiple para serotipos de L. monocytogenes en el
laboratorio, permitié hacer un andlisis integrado de las muestras recibidas en el
laboratorio entre el afio 2016 y 2021. Ademas, se pudo optimizar y adaptar la técnica
a un laboratorio que recibe y procesa gran cantidad de muestras.

Se detectd al serogrupo Ilb como el mayoritario y se evidencia la necesidad de
reforzar las politicas de control para este serogrupo.

Teniendo en cuenta que el serogrupo IVb es el mayormente hallado en los casos de
listeriosis humanas, y habiendo detectado en significativa cantidad de muestras de
helado, se expone la necesidad de efectuar un correcta vigilancia epidemioldgica en
este tipo de matrices, no sélo mediante el cultivo de L. monocytogenes sino también
mas exhaustivamente para conocer sus caracteristicas moleculares.

Se evidencia la necesidad de implementar, difundir y divulgar las buenas practicas de
control en las industrias productoras de alimentos, educando al personal responsable
y haciendo vigilancia de L. monocytogenes serogrupo llb ya que fue el serogrupo que

mayoritariamente se detectd en nuestra investigacion.
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Capitulo 3: Experiencia empleando MALDI-TOF MS

Materiales y métodos

Equipos

- MALDI-TOF MS (MSC-04).

Reactivos

- Matriz de MALDI-TOF MS. BD Bruker (Massachusetts, Estados Unidos).

Tamano de la muestra

De las 180 cepas confirmadas bioquimicamente como L. monocytogenes vy
posteriormente serotipificadas molecularmente; 100 fueron a su vez identificadas por

MALDI-TOF MS (Figura 16).

180 cepas
serotipificadas

100 cepas
ID MALDI-TOF
MS

Figura 16: Diagrama del tamafio de las muestras
Identificacion de Listeria spp. y L. monocytogenes empleando MALDI-TOF MS

Medios de cultivo y condiciones de incubacién
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A partir de una de estas colonias caracteristicas provenientes del medio ALOA, de un
cultivo fresco de 24h, se realizd el procedimiento que involucra a la identificacién por

MALDI-TOF MS.

Procedimiento

1. Se tomd con un palillo de madera una pequefia porcién de una colonia sospechosa
de Listeria spp. crecida en medio de cultivo ALOA.

2. Posteriormente se depositd directamente sobre uno de los sectores especificos de
una placa metadlica conductora.

3. Al sector de la placa metdlica donde se encontraba la colonia sospechosa se le
adiciond acido férmico y cuando se secd, una solucion saturada de un compuesto
orgdnico de baja masa denominado matriz.

4. Posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente. En esta etapa, la muestra de
la colonia sospechosa y la matriz se cristalizan formando un depdsito sdlido
incrustado en la matriz. Esto es esencial para la ionizacién exitosa de la muestra.

5. Finalmente se insertd dentro del equipo.

6. El perfil espectral que se generd fue comparado automaticamente mediante un
programa informatico con una base de datos de espectros, construido a partir de
cepas de referencia, permitiendo la identificacién del microorganismo.

7. Luego de la lectura, el software arrojo el resultado de la identificacidn con un nivel de
score que fue cotejado para evaluar si la identificacion microbiana es a nivel de

género, especie o si no identificd. (Flujograma 3).
Sistema de SCORE

El sistema MALDI Biotyper® creado y comercializado por Bruker Daltonics emplea un
valor de puntuacion que oscila entre 0,000 y 3,000 que correlaciona la similitud del

microorganismo de prueba a nivel del género y de la especie dentro de la base de datos.

- Entre 2,300 y 3,000 el software interpreta como altamente probable a nivel de
especie.
- Entre 2,000 vy 2,299 el software interpreta la identificacién segura a nivel de géneroy

probable a nivel de especie.
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- Entre 1,700 y 1,999 representan una probable identificacién a nivel de género, y se
sugieren pruebas adicionales para una identificacion positiva a nivel de la especie del
microorganismo.

- Las puntuaciones entre 0,000 y 1,699 no se consideran una identificacion fiable.

Ademas se tiene en cuenta el siguiente concepto recomendado por la RENAEM: en la
identificacion de todos los microorganismos se debe revisar el top ten (que son las diez
especies probables que arroja el software) y de estar frente a un resultado de varias
especies con valor de score > 2,000 se debe utilizar el siguiente criterio que permite dar
validez a la interpretacidon: “para poder distinguir entre especies muy parecidas, se
recomienda una divergencia del 10% entre la primer especie y la distinta siguiente del top

ten” (Rocca et al., 2020).

Flujograma de trabajo

Cultivo de L. monocytogenes y
Listeria spp. en ALOA

!

Picar una colonia
caracteristica

:

Depositar en placa metalica
conductora

v

+ Acido férmico
+ Matriz

v

Secado

;

MALDI - TOF MS

,

Perfil espectral +
identificacion

v

| inFORMAR |

Flujograma 3: Deteccion de L. monocytogenes partiendo de medio de colonia aislada en
cultivo selectivo y diferencial (ALOA) empleando MALDI - TOF MS.
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Resultados

Los resultados detallados a continuacidn resultan del anadlisis de los datos crudos
obtenidos tras la observacion de las identificaciones surgidas empleando MALDI-TOF MS y
de la deteccidn de un patrén caracteristico representativo en una gran proporcién de los
aislamientos recuperados. A raiz de esta observacion, en abril de 2021, el laboratorio
Stamboulian consulté al servicio de Bacteriologia Especial (BE) del Laboratorio Nacional de
Referencia (LNR) sobre la interpretacion de los resultados de la identificacion obtenida por
MALDI-TOF MS en los aislamientos de L. monocytogenes provenientes de muestras de
alimentos y monitoreos ambientales. En base a la experiencia del laboratorio Stamboulian
en este tipo de aislamientos, se observd que la identificacion por MALDI-TOF MS partiendo
de medios de cultivos selectivos y diferenciales empleados en microbiologia de alimentos la

identificacion de L. monocytogenes y L. innocua, mejora sustancialmente.

Descripcion de los aislamientos identificados

De los 291 aislamientos totales en los cuales se aislé e identificéd bioquimicamente L.
monocytogenes, se identificaron 100 cepas empleando MALDI-TOF MS. Estas cepas
corresponden al periodo comprendido entre diciembre de 2019 (momento en el cual
ingresé el MALDI-TOF MS al laboratorio) y marzo de 2021. La totalidad de estas cepas se
encuentran serotipificadas molecularmente mediante la PCR multiple puesta a punto

durante este periodo.

Andlisis de los aislamientos identificados

A partir de una cepa fresca (24h a 37°C) de L. monocytogenes, aislada en agar ALOA 'y
observada en ese mismo medio de cultivo como una colonia verde con halo alrededor, se

realizé la identificacion por MALDI-TOF MS (Figura 17).
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Figura 17: colonias verdes con halo en agar ALOA

Anilisis de L. monocytogenes

Se analizaron los score de la interpretacion por MALDI-TOF MS de la totalidad de las
cepas identificadas como L. monocytogenes (n=100) en base a las siguientes observaciones:

1. Cantidad de cepas en las cuales MALDI-TOF MS arroj6 como resultado L.
monocytogenes como segunda opcién mayoritaria (el primer lugar fue para L.
innocua).

2. Cantidad de cepas confirmadas como L. monocytogenes pero no identificadas por
MALDI-TOF MS.

3. Cantidad de cepas identificadas Unicamente como L. innocua, es decir, que en el top
ten no se encontraba la opcién de L. monocytogenes.

4. Cantidad de cepas en las cuales el score de la identificacion fue mayor a 2,000.
Ademas en esta misma instancia se evalud la diferencia de score con respecto a la
segunda especie que arroja como posibilidad el MALDI-TOF MS (siendo la primera

opcion L. monocytogenes).

Tras analizar estos resultados se observd que la totalidad de las cepas en donde se

identific6 como primera especie a L. monocytogenes, arrojaron un valor de score mayor a

2,000.
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De la totalidad de las cepas analizadas por MALDI-TOF MS (n=100), un 15% fue

identificado como L innocua (en estos casos, la segunda especie mayoritaria fue L.

monocytogenes), un 4% de las cepas no fue identificada (en estos casos se volvid al cultivo

original y se reconfirmé la identificacién mediante técnicas tradicionales) y ninguna cepa

confirmada como L. monocytogenes fue identificada como L. innocua en su totalidad (es

decir, el top ten con opcidén Unica de L. innocua). El 81% de las cepas fue identificada como L.

monocytogenes con diferencia de score a favor de la identificacion a nivel de especie (Figura

19).

En cuanto al andlisis de las diferencias de score con respecto a la segunda especie

sugerida por MALDI-TOF MS se observo lo siguiente (Tabla 27):

Tabla 27: Andlisis de cepas analizadas por MALDI-TOF MS

Interpretacion

Diferencia de Score Cantidad de cepas (n°)
Lm en 2 lugar 15
NO ID a
L.in 0
10% 3
9% 1
8% 4
7% 6
6% 13
5% 8
4% 14
3% 14
2% 7
1% 11
TOTAL 100

no ID como Lm
% 19

ID como Lm
% 81

Se observé lo siguiente: el 81% de las cepas (identificadas previamente como L.

monocytogenes) arrojaron como resultado y con diferencia de score a favor de la

identificacion, la especie L. monocytogenes. El 15% no identificd a L. monocytogenes como
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primera opcidn en el top ten sino que esta especie se encontraba segunda en base a la

mayoria (en primer lugar L. innocua). El 4% de las cepas, no lograron ser identificadas.

Luego de esta observacion se deduce que el 81% de las cepas confirmadas a nivel de
género y especie presentan una diferencia de score positiva a favor de la identificacion de la
especie L. monocytogenes, y que un 19% no identificaria a L. monocytogenes a nivel de
especie y para los cuales seria necesario complementar con otras técnicas tradicionales para
poder realizar la identificacion de especie certera o ampliar la base de datos de MALDI-TOF
MS para esta especie con aislamientos regionales. Ademas se puede observar que de este

81%, el 73% queda comprendido entre una diferencia de score del 1% y el 7% (Figura 18).

Analisis de Lm empleando MALDI-TOF MS
15

10

TN |

NO L.in 10% 9% 8% 7% 6% 5% 4% 3% 2% 1%
ID

Cepas

Diferencia de Score

Figura 18: Analisis de L. monocytogenes empleando MALDI — TOF MS

105



Ejemplo de resultado

Resultados ID de instrumento Puntuacién de probabilidad Calidad
Listeria monocytogenes CCUG 35751 CCUG 2.34584030 R
Listeria monocytogenes CCUG 32843 CCUG 2.30189430 e
Listeria monocytogenes CCUG 61052 CCUG 2.28214830 +
Listeria monocytogenes CCUG 32964A CCUG 221388130 ++
Listeria monocytogenes CCUG 59664 CCUG 2.20906390 +
Listeria monoeytogenes Mb19348_1 CHB_| 2.20425370 ++
Listeria monocytogenes CCUG 31527 CCUG 2.14777090 -+
Listeria my serdB ATCC 19115 THL_| 2.14668220 =
2.11128290 .
9 2.10796320 ++

Figura 19: L. monocytogenes por MALDI-TOF MS. En este caso se observa que la
identificacion presenta una excelente calidad (expresado con las tres cruces). La diferencia
de score entre L. monocytogenes (primera opciodn) y L. ivanovii (n°9 en el top ten) es mayor

al 10%.

Analisis de L. innocua

Analizando la identificaciéon de L. innocua por MALDI-TOF MS, se observaron las
cepas que durante este periodo (diciembre de 2019 a marzo de 2021) arrojaron una
identificacion tanto bioquimicamente como por MALDI-TOF MS de L. innocua. El
procedimiento en este caso fue igual que en el anterior pero partiendo de una colonia verde
sin halo en medio de cultivo ALOA (Figura 20). En el total de cepas identificadas como L.
innocua (n=12), se observaron las siguientes particularidades (Tabla 28):

- 10 arrojaron Unicamente L. innocua identificando con un score mayor a 2,000

(ejemplo en Figura 21).

- 1 arrojé como segunda especie a L. monocytogenes con una diferencia de score

mayor al 5%.

- 1 arrojé como primera opcidn L. welshimeri y como segunda opcién (y con bajo

score) a L. innocua con una diferencia de score mayor al 10%.
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Figura 20: Colonias verdes sin halo en agar ALOA

Tabla 28: Analisis de score de L. innocua

Cepa Score 1 Li Score 2. Segunda especie ID 2° Especie
198769 2,083 1,964 Lm
198592 2,262 - -
197679 2,447 - -
196704 2,403 - -
195906 2,425 - -
210367 2.257 - -
210368 2,331 - -
210498 2,195 - -
213144 2,294 - -
213145 2,294 - -
217930 2,038 (Lw) 1,819 Li
217995 2,217 - -
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Ejemplo de resultado

Resultados ID de instrumento Puntuacién de probabilidad Calidad
Listeria innocua CCUG 44511 CCUG 2.44738920 i
Listeria innocua CCUG 44813 CCUG 2.39010660 e
Listeria innocua CCUG 24928 CCUG 2.38218260 197
Listeria innocua CCUG 27612 CCUG 2.37535190 S
Listeria innocua CCUG 18949 CCUG 2.36995320 T
Listeria innocua CCUG 35613 CCUG 2.35911390 EEE
Listeria innocua CCUG 22268 CCUG 2.35600610 e
Listeria innocua CCUG 24924 CCUG 2.35204250 Atk
Listeria innocua CCUG 22270 CCUG 2.31534440 -+
Listeria innocua CCUG 21830 CCUG 2.30342730 &t

Figura 21: L. innocua por MALDI-TOF MS. En esta imagen de los resultados se observa la
identificacién de L. innocua con un score mayor a 2,000 lo que arroja una excelente calidad
en la identificacidn (observado con las tres cruces).

Interpretacion de los resultados

Segln lo detectado en las cepas de L. monocytogenes y L. innocua analizadas por
MALDI-TOF MS, y teniendo en cuenta las recomendaciones del RENAEM para este géneroy
especie, se pudo observar que la deteccidn de L. monocytogenes partiendo de un medio
selectivo y diferencial como es el ALOA, arroja buenos resultados para la identificacién a
nivel de especie (score mayor a 2,000). Pese a esta observacion, la diferencia de score entre
la especie mayoritaria (L. monocytogenes) y la segunda especie mayoritaria (L. innocua), no
presentan una diferencia de score del 10%. Asi mismo, se observa que L. innocua presenta
una identificacién confiable y de alta calidad para la identificacidon a nivel de especie cuando

se parte de este mismo medio.
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Discusion

La mayoria de las técnicas tradicionales que se utilizan para la identificacién de L.
monocytogenes, son laboriosas, implican una gran cantidad de medios de cultivos selectivos
y diferenciales y requieren largos periodos de incubacidon. Por otro lado, los métodos rapidos
para detectar Listeria spp. y L. monocytognes basados en PCR, presentan dificultad a la hora

de identificar cepas atipicas y alta complejidad y laboriosidad en la identificacion de

subespecies (Maldonado et al., 2017).

La espectrometria de masas por tiempo de vuelo de ionizacién por desorcidn laser
asistida por matriz (MALDI-TOF MS) es una herramienta valiosa y consolidada para el anélisis
de microorganismos a nivel de género, especie y subespecie (Rocca et al., 2019). La alta
precision y velocidad en los resultados hacen de esta una herramienta con enorme
potencialidad en sus usos a futuro para responder a las demandas de la salud publica, la

industria de los alimentos, el analisis de sangre y el diagndstico de enfermedades.

Los resultados obtenidos en esta instancia fueron el punto de partida sobre el cual se
basara el proyecto denominado “Andlisis protedmico de aislamientos del género Listeria spp.
provenientes de muestras de alimentos” a realizarse conjuntamente con el laboratorio de
Bacteriologia Especial del Laboratorio Nacional de Referencia. En este primer acercamiento
se pudo detectar que, tal como informé Sandrin y col. (2013), las condiciones de cultivo de
Listeria spp. y L. monocytogenes, son esenciales para la correcta identificacion por

MALDI-TOF MS.

Ademas, segun lo observado en la presente investigacidn, la identificacion a nivel de
especie evitando la realizacion de la extraccidén etandlica, pero partiendo del medio de
cultivo ALOA de 24h fue exitosa en mas del 80% de las cepas presuntivas de L.
monocytogenes, observdandose en todas ellas un score mayor a 2,000 y una diferencia
porcentual positiva con respecto a la segunda especie mayoritaria. Ademas, tal como se
detectd en nuestro laboratorio, la identificacién con alto grado de certeza de L. innocua

apoyan lo anteriormente comentado. Estas observaciones coinciden con lo propuesto por
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Jadhav et al. (2015), quienes detectaron que MALDI-TOF MS representa una técnica rapida,
eficaz y rentable para el seguimiento de fuentes contaminadas con L. monocytogenes y en
donde también observaron que la performance de MALDI-TOF MS para la identificacion a
nivel de especie mejora sustancialmente cuando se parte de un medio ALOA de 24 hs.
Algunas razones que sustentan estas observaciones se fundamentan en que el medio de
cultivo (ALOA) podria presentar menor cantidad de interferencias y que facilita una mejor
ionizaciéon de la muestra. Es conocido que el rendimiento del MALDI-TOF MS puede ser

alterado por los altos niveles de sal y la presencia de pigmentos (Anderson et al., 2012).

Es necesario destacar la importancia de generar bases de datos especificas y
regionales acordes al laboratorio en el cual se encuentre el MALDI-TOF MS en cuestion. Las
especies que se encuentran principalmente de forma rutinaria en los laboratorios clinicos
suelen presentar mayor representacion (es decir, alto nimero de espectros de referencia) en
comparacién a patégenos ambientales o alimentarios (Jadhav et al., 2015) y es por esta
razon que la potencialidad del empleo de MALDI-TOF MS para la deteccién de patdgenos

alimentarios es un terreno fértil para futuras investigaciones.
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Conclusiones parciales

Seglin lo expuesto en este capitulo se pueden obtener las siguientes conclusiones

parciales:

La identificacidon de L. monocytogenes a nivel de especie empleando MALDI-TOF MS
arroja buen nivel de score (probable para nivel de especie) y diferencia porcentual
positiva a favor de la identificacion.

Cuando se identifica partiendo de medios de cultivo selectivos y diferenciales, se
observa una identificacion fidedigna a nivel de especie para L. monocytogenes en
mas del 80% de las cepas, asi como también para L. innocua.

En una baja proporcién de las cepas identificadas se cumple la premisa de RENAEM
en donde se sugiere una diferencia de score mayor al 10% entre la primera especie
propuesta y la segunda.

La incorporacién de MALDI-TOF MS a las normas internacionales de alimentos,
brindaria una identificacion fidedigna que reduciria los tiempos de estudio en al
menos dos dias. Esto ademds beneficiaria la liberaciéon de lotes en la industria

alimentaria.
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Conclusiones

Esta investigacién resume el trabajo colectivo y permanente de 5 afios (2016-2021)
con foco en L. monocytogenes realizado en un laboratorio de la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires en Argentina. Los antecedentes que involucran a este patdgeno en nuestro
pais son escasos y esta es una de las primeras investigaciones que involucra a una gran
diversidad de matrices y origenes. Es por esta razén que este estudio cobra vital relevancia y
sienta precedente en el pais, investigando gran cantidad de cepas provenientes de matrices
alimentarias, asi como también monitoreos ambientales de industrias productoras de
alimentos. A su vez, detectando los serogrupos mas relevantes para la salud publica en
general y estableciendo referencias en la identificacion de L. monocytogenes por MALDI-TOF

MS.

Dado que no existe una notificacion obligatoria para los casos de listeriosis en
Argentina, la Vigilancia Sanitaria y Salud Publica tiene problemas para identificar la
ocurrencia de brotes, y solo se reportan casos aislados, lo que puede explicar los pocos

casos de listeriosis en la literatura y la ausencia de reportes de brotes en nuestro pais.

Como conclusion final destacamos los siguientes aspectos:

® En el periodo 2016-2021 en un laboratorio de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
se detectd un porcentaje de positividad de L. monocytogenes para matrices
alimentarias y entornos de produccion del 13,7%.

e Si bien los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b son los mas frecuentemente detectados
en productos alimenticios, en este estudio se observé marcada presencia de L.
monocytogenes serogrupo llb (68,9%).

e La serotipificacion molecular es una herramienta valiosa y posible para los
laboratorios de microbiologia molecular de alimentos y brinda en tiempos cortos la
subtipificacion de L. monocytogenes.

e Aunque la identificacion empleando MALDI-TOF MS mejora partiendo del medio de
cultivo selectivo y diferencial ALOA, se necesitara de una investigacion adicional para

realizar la identificacién de L. monocytogenes a nivel de especie y de sus serogrupos.
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Esta investigacion se realizard conjuntamente con el laboratorio de Bacteriologia

Especial del Instituto Malbran.

A pesar de los esfuerzos a nivel de salud publica y seguridad alimentaria, y de las
mejoras en los métodos de diagndstico en el laboratorio para la deteccion de L.
monocytogenes, este patdgeno continta siendo uno de los desafios principales a controlar.
Esta investigacidon contribuye al conocimiento de la dindmica poblacional de este patégeno
en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y destaca la necesidad de profundizar las politicas

publicas de control y reforzar la vigilancia epidemioldgica en Argentina.
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