revista cubana de Revista Cubana de Salud Publica

SALUD ISSN: 0864-3466

ecimed@infomed.sld.cu
P u BLI cA Sociedad Cubana de Administracion de Salud

Cuba

Martino, Tamara K.; Lemus, Diadelys; Leyva, Virginia; Tejedor, René; Reyes, Maritza de los; Soto,
Perla
Incidencia de Listeria spp. en hortalizas frescas
Revista Cubana de Salud Publica, vol. 34, num. 4, diciembre, 2008, pp. 1-11
Sociedad Cubana de Administracion de Salud
La Habana, Cuba

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=21419854009

Coémo citar el articulo [ &\ //!

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=214
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=21419854009
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=21419854009
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=214&numero=19854
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=21419854009
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=214
http://www.redalyc.org

INVESTIGACION

Incidencia de Listeria spp. en hortalizas frescas

Incidence of Listeria spp. in fresh vegetables
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RESUMEN

Introduccioén Listeria monocytogenes es un patégeno que puede transmitirse por
el consumo de hortalizas, en Cuba no se conoce su incidencia en estos alimentos.
Objetivos Evaluar la presencia de Listeria spp. y el efecto de los procedimientos de
limpieza, en hortalizas frescas comercializadas en Ciudad de La Habana.

Métodos Se estudio Listeria spp. en 86 muestras, mediante el método rapido de
Oxoid (1999) y los métodos I1SO 11290-1/1996 e ISO 11290-2/1998, se realizd
enriguecimiento en frio y pruebas bioquimicas complementarias. Se determinaron
indicadores de calidad sanitaria, coliformes (NC ISO 4832/2002) y coliformes
fecales (NC 38-02-14/1989). Se comprobd la presencia o no de la bacteria después
del proceso de limpieza, en muestras positivas a Listeria spp. y en muestras
inoculadas con Listeria monocytogenes.

Resultados En frijolitos chinos, lechuga, zanahoria, col y cebollino se detectd
Listeria spp. por la prueba rapida; s6lo en las tres ultimas muestras se aislo L.
innocua, en concentraciones <10?/g. Estas muestras presentaron coliformes >10%/g
y dos de ellas, coliformes fecales >10%/g. Después del proceso de limpieza no se
detecto la bacteria en cebollino y zanahoria positivos a L. innocua, mientras que en
lechuga y zanahoria inoculadas con L. monocytogenes, sélo se redujo la carga
microbiana. Se comprobd que no es suficiente el proceso tradicional de limpieza
para eliminar L. monocytogenes a menos que se halle en bajas concentraciones.
Conclusiones La Unica especie identificada fue L. innocua, que no constituye un



riesgo para la salud. Las muestras positivas a Listeria spp. no poseen una buena
calidad sanitaria.

Palabras claves: Listeria, Listeria monocytogenes, hortalizas, coliformes,
coliformes fecales.

ABSTRACT

Introduction Listeria monocytogenes is a pathogen that can be vegetable-borne.
Its incidence on this type of food is unknown in Cuba.

Objectives To evaluate the presence of Listeria spp. and the effect of cleaning
methods in fresh vegetables on sale in the City of Havana.

Methods Eighty six samples were analyzed by using Rapid Test Oxoid (1999) and
the traditional 1SO 11290-1 (1996) and ISO 11290-2 (1998) methods. Also
additional biochemical tests and cold enrichment to 4 °C, were made. Health quality
indicators, coliforms (NC 1SO 4832/2002) and faecal coliforms (NC 38-02-14/1989)
were determined. The presence or absence of bacteria after the cleaning process
was determined in samples positive to Listeria spp. and in contaminated samples
with Listeria monocytogenes.

Results Listeria spp. was detected by the rapid test in lettuce, carrot, cabbage and
scallion; Listeria innocua was isolated in the last three ones

at<10? UFC/g concentrations. These samples showed coliforms at>10%/g
concentrations and two of them faecal coliforms at>10%/g. After the cleaning
process, no bacteria was detected in previously L. innocua positive carrot and
scallion samples whereas in lettuce and carrot samples innoculated with L.
monocytogenes and cleaned, the level of this microorganism was just reduced. It
was confirmed that the traditional cleaning process to eliminate L. monocytogenes
is not enough unless this bacterium is present at low concentrations.

Conclusions The only isolated species L. innocua was not a health risk. Listeria
spp.-positive samples did not have good sanitary quality.

Key words: Listeria, Listeria monocytogenes, vegetables, coliforms, faecal
coliforms.

INTRODUCCION

Se conoce que las hortalizas frescas son portadoras de altas cargas microbianas y
que su contaminacion es muy variada, dada por la presencia en ellas de
microorganismos de origen intestinal y ambientales, entre otros.! Debido a su
forma de consumo, los vegetales pueden servir como vehiculo para transmitir una
serie de microorganismos que producen afectaciones a la salud del hombre y por
tanto se pueden convertir en responsables de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETAs).?3

Entre los agentes causantes de ETAs se encuentra la Listeria monocytogenes,
principal responsable de una enfermedad conocida como listeriosis.* Entre los afios
80 y 90 del siglo xx, este patégeno se comenzd a considerar como un problema de



salud publica en los Estados Unidos, Canada y algunos paises de Europa, al
sucederse una serie de brotes con balances tragicos.>® La supervivencia y
crecimiento de esta bacteria ha sido demostrada en hortalizas,”® y se han
informado brotes de listeriosis que involucran a estos alimentos.®

En Cuba no existe ningun estudio anterior que evalle la incidencia de Listeria spp.
en hortalizas. Dado los antecedentes expuestos, y teniendo en cuenta el riesgo
para la salud que puede representar la presencia de esta bacteria en los alimentos
consumidos por la poblacién, se propone como objetivo de trabajo, evaluar la
presencia de Listeria spp. vy el efecto de los procedimientos de limpieza en
hortalizas frescas comercializadas en Ciudad de La Habana.

METODOS
Muestreo

Entre enero y abril de 2006, se analizaron 86 muestras de hortalizas frescas,
colectadas de diferentes organopénicos y puntos de venta de Ciudad de La Habana.
Las mismas fueron tomadas en nylon de primer uso con un peso minimo de 500 g.
El nimero de muestras segun tipo de hortaliza se expone en la tabla 1.

Deteccion cualitativa y cuantitativa de Listeria

Se empled el método tradicional que se indica en las normas 1SO 11290-1
(Microbiologia de los alimentos para consumo humano y para animales. Método
horizontal para la deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes-parte 1:
meétodo de deteccidon. 1996.) e ISO 11290-2 (Microbiologia de los alimentos para
consumo humano y para animales. Método horizontal para la deteccion y el
recuento de Listeria monocytogenes-Parte 1: método de enumeracion. 1998.); para
la deteccidén cualitativa de Listeria se aplicd, ademas, un método rapido (Oxoid.
Listeria Rapid Test. Performance tested AOAC, Research Institute, license number
960701, England.1999.).

En algunos casos fue necesario inocular las colonias seleccionadas en Caldo Fraser
completo e incubar hasta 1 semana a 4 °C, para poder obtener las cepas puras de
Listeria.*®

A las colonias seleccionadas se le realizaron las pruebas para confirmacion del
género Listeria segun las normas ISO citadas arriba, tinciéon de Gram, motilidad a
25 °C y catalasa. Como pruebas complementarias se incluyeron: produccién de
acido a partir de glucosa, lactosa y maltosa, hidrdlisis de urea, utilizacion de
esculina, reaccion de Voges Proskauer y rojo de metilo, produccién de acido
sulfhidrico y crecimiento a 4 ©C.**! Para la diferenciacion de especies se realizo:
hemodlisis, produccion de acido de ramnosa y xilosa y prueba de CAMP con
Staphylococcus aureus siguiendo las mismas normas 1SO, se incluyeron ademas,
produccion de acido de manitol y reduccién de nitratos.***

Calidad microbioldgica

Se determiné cuantitativamente coliformes y coliformes fecales por el método de
placa vertida, segun lo establecido en las normas NC ISO 4832 [Microbiologia de
alimento de consumo humano y animal. Guia general para la enumeracién de
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coniformes. Técnica de placa vertida (ISO: 4832: 1991, IDT). 2002.] y NC 38-02-
14 (Determinaciones cuantitativas de coliformes fecales. 1989.), respectivamente.

Efecto de la limpieza de hortalizas sobre Listeria spp. (Primera parte)

Estudio preliminar. Muestras positivas a Listeria spp. de cebollino y zanahoria se
lavaron con agua corriente, en el caso de la zanahoria se eliminé ademas la corteza
exterior y luego se procedi6 a realizar la deteccidon cuantitativa y cualitativa por las
normas I1SO 11290-1 de 1996, 11290-2 del1998 y un método rapido (Oxoid 1999),
ya citados.

Segunda parte

Seleccidon de muestras. Se tomaron por duplicado muestras de dos matrices
diferentes: lechuga y zanahoria, negativas a Listeria spp. de acuerdo alas normas
anteriores, citadas arriba.

Obtencién de in6culo. Se prepararon dos niveles de in6culos de 10% y 10° de L.
monocytogenes/mL en 400 mL de solucion salina al 0,85 %. El control de cada
in6culo se realiz6 en placas de Agar Oxford, incubadas 48 h a 35 ©C.

Preparacién e inoculacion de muestras. Se pesaron asépticamente dos porciones de
25 g de la muestra y se afiadieron en un frasco estéril. En el caso de la zanahoria
se afiadi6 ademas otra porcion de 30 g. Se prepararon dos frascos para cada tipo
de hortaliza (muestras A y B), para cada nivel de in6culo. Posteriormente se verti6
en los frascos con las porciones de las muestras A y B, un volumen de in6culo
suficiente para que estas quedaran totalmente cubiertas.

De cada frasco se tomo, asépticamente, una porcion de 25 g de muestra y se
afiadio a 225 mL de Caldo Fraser a media concentracion. Otra porciéon de 25 g fue
lavada bajo la pila con abundante agua corriente y se sembré en Caldo Fraser a
media concentracién, procediendo de igual forma que para la primera porciéon de
muestra. En el caso de la zanahoria, se tomd una tercera porcion (30 g), que se
lavé con abundante agua corriente y se le eliminé toda la corteza superficial, luego
se peso la muestra y se sembré en el Caldo bajo el mismo procedimiento descrito.

Para la manipulacion de las muestras contaminadas se emplearon guantes
estériles. El agua de enjuague se colectd y se descontaminé en autoclave antes de
ser desechada.

Obtencién de los resultados. Los aislamientos se obtuvieron en Agar Oxford
incubado 48 h a 35 °C. Para el nivel de in6culo mas alto (10°) se realizaron
diluciones decimales en solucion salina al 0,85 %. Las colonias tipicas se contaron,
se confirmé por pruebas bioquimicas y se calculé la concentracion, segun las
normas 1SO 11290-2 de 1998, nombradas.

RESULTADOS
Deteccion cualitativa y cuantitativa de Listeria

El método rapido dio resultados positivos para cinco de las muestras analizadas,
correspondientes a cebollino, col, zanahoria, lechuga y frijolitos chinos. El método
tradicional permitié la deteccidén de Listeria en la muestra de cebollino solamente, y



con el enriquecimiento en frio se lograron obtener aislamientos a partir de col y
zanahoria. La especie identificada en estas tres muestras fue L. innocua y su
concentracion fue inferior a 10%/g del alimento, en todos los casos. Los resultados
obtenidos indican que la incidencia de Listeria spp. por el método rapido fue de 5,8

% (figura).

Las pruebas bioquimicas y fisiolégicas ofrecieron los mismos resultados para el total
de las cepas aisladas en las tres muestras. Se observaron bacilos cortos Gram
positivos, con extremos redondeados, con algunas células curvadas, agrupados en
cadenas cortas formando empalizadas paralelas o arreglos en forma de "V" o "Y",
con crecimiento a 4 °C, métiles a 25 °C, con prueba de la catalasa positiva,
reaccion de Voges Proskauer y el rojo de metilo fueron positivos, la hidrdlisis de la
esculina fue positiva y la de la urea negativa, no se aprecié produccion de &cido
sulfhidrico, utilizaron la glucosa, lactosa y maltosa con produccion de acido, pero no
el manitol, la reduccién de nitratos fue negativa, la produccion de acido de xilosa
fue negativa y de ramnosa positiva y la beta hemodlisis y la prueba de Camp con St.
aureus fueron negativas, estas dos ultimas pruebas dieron resultados positivos para
la cepa control empleada de L. monocytogenes y fueron las Unicas que permitieron
diferenciar las cepas aisladas de la de control.

Determinacion de la calidad microbiolégica

En la tabla 2, el nivel de contaminacién para coliformes y coliformes fecales,
indicadores de calidad, en el cual se hallé la muestra positiva a Listeria, aparece
subrayado.

Efecto de la limpieza de hortalizas sobre Listeria spp.

En las muestras de cebollino y zanahoria en las que se detecté L. innocua, en
concentraciones inferiores a 107 listerias/g del alimento, se sometieron a un
proceso de limpieza, L. innocua no fue detectable posteriormente por el método
tradicional [normas I1SO 11290-1 (Microbiologia de los alimentos para consumo
humano y para animales. Método horizontal para la deteccion y el recuento de
Listeria monocytogenes-parte 1: método de deteccion. 1996.)], ni por el método
rapido (Oxoid. Listeria Rapid Test. Performance tested AOAC, Research Institute,
license number 960701, England.1999.).

En el caso de las muestras inoculadas, los resultados obtenidos para la lechuga
indicaron que para ambos niveles de contaminacién hubo una reduccién de la carga
microbiana después del lavado, aunque el método rapido detecto la bacteria en
todos los casos. En el nivel de contaminacién mas elevado se constaté una
disminucién en la concentracién de un logaritmo después del lavado (tabla 3).

El control del in6culo utilizado para contaminar la zanahoria, dio los resultados
esperados, sin embargo en este tipo de matriz no se logré recuperar la bacteria en
los niveles inoculados (tabla 4). Tanto para el nivel mas bajo como para el mas alto
de contaminacioén, en las muestras se recupero la cepa en una concentracion del
orden de 10? e incluso en la muestra B contaminada con el inéculo mas elevado no
se recuperd L. monocytogenes por el método tradicional.

De las tres muestras de zanahoria contaminadas que mostraron crecimiento de la
bacteria, en dos de ellas se recuperd L. monocytogenes sin que se apreciara
disminucién de la concentracion; una vez peladas las muestras, esta no se detectd
por el método tradicional. En una muestra L. monocytogenes ya no se detecté
después del lavado por el método tradicional y después de pelar la zanahoria, ni
siquiera se hallé por el método rapido.
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DISCUSION

La detecciodn de Listeria por el método tradicional citado arriba, fue compleja debido
a que su crecimiento en los medios de aislamiento se vio enmascarado por la
presencia de otros microorganismos que formaban parte de la microbiota normal de
las muestras analizadas. Dicha interferencia hizo necesario realizar
enriquecimientos adicionales a los establecidos por el método tradicional para poder
obtener la cepa pura de Listeria en cada caso. De no haber contado con el método
rapido (Oxoid,1999), también citado arriba, estas muestras hubieran sido, muy
probablemente, dadas como negativas.

En las muestras de frijolitos chinos y de lechuga, que fueron positivas por el
método rapido, no fue posible recuperar las cepas de Listeria. En el primer caso la
tincion de Gram mostré bacilos Gram positivos no caracteristicos del género y todas
las cepas aisladas de la muestra eran productoras de acido sulfhidrico; en el
enriquecimiento a 4 °C no se apreci6 crecimiento microbiano. Las cepas aisladas de
lechuga se descartaron por ser no métiles a 25 °C, respuesta que se mantuvo
también en las cepas aisladas a partir del enriquecimiento en frio.

En las muestras positivas por ambos métodos, so6lo de cebollino se aisl6 la cepa de
L. innocua sin necesidad de recurrir al enriquecimiento adicional. En el caso de la
zanahoria y la col, las respuestas de las pruebas bioquimicas para diferenciar las
especies no permitieron la ubicacidon en ninguna. En estos dos ultimos vegetales el
caréacter psicrotrofo de Listeria permitié su crecimiento a temperatura de
refrigeracion™* por lo que se pudo lograr su aislamiento e identificacion.

Hay que sefalar que el método rapido es mas sensible que el tradicional y se basa
en la deteccién del antigeno flagelar B, comun a varias especies que conforman el
género Listeria, excepto L. grayi, y permite la deteccidn en niveles que oscilan
entre 2 y 10 células/g de alimento segun la especie en particular. Los resultados
obtenidos indican la importancia de contar con métodos comerciales alternativos
para deteccién de Listeria en muestras tan contaminadas como las hortalizas
frescas, entre los que se incluyen los métodos de la de biologia molecular.***3

L. innocua Unica especie hallada es la mas aislada de alimentos y no constituye un
riesgo para la salud, pues no se considera patégena.® El interés de la contaminacion
de estos alimentos por L. monocytogenes se relaciona con el aumento que en los
ultimos afios se ha producido en el consumo de ensaladas preparadas, sandwich
con vegetales, verduras, alimentos utilizados en la alimentacién doméstica y
colectiva.'® Al analizar las investigaciones realizadas en estos alimentos se aprecia
gran variabilidad en los resultados obtenidos en la deteccidn, aunque casi todos los
estudios se han llevado a cabo en vegetales minimamente procesados o
ultracongelados, y sélo algunos se refieren a hortalizas frescas. La mayoria informa
presencia tanto de L. monocytogenes, como de otras especies del género. 011417

La no deteccién de L. monocytogenes en hortalizas frescas, en este estudio,
pudiera tener relacién con la ausencia de brotes de listeriosis en Cuba, no obstante,
esto no exime a la poblaciéon de riesgo pues el problema de la listeriosis se ha
suscitado en los diferentes paises implicados de forma explosiva y repentina, por lo
que es importante mantener la vigilancia sobre este grupo de alimentos.

En relacion con la determinacion de la calidad microbiolégica, en general se apreci6
una elevada concentracion de microorganismos coliformes. El 87,5 % de las
muestras poseia una carga superior a 10°/g de hortaliza, entre las muestras con



estos niveles elevados se encontraban incluidas aquellas que resultaron positivas a
Listeria. En cuanto a la contaminaciéon por coliformes fecales s6lo se obtuvieron
recuentos superiores a 10%/g de hortaliza, en las muestras positivas a Listeria de
zanahoria y lechuga, no siendo asi en las restantes. Resultados similares se han
informado por otros investigadores,**'’ los cuales no hallaron una correlacién entre
elevados niveles de estos indicadores y la presencia de Listeria en las muestras.

Si se habla del efecto de la limpieza de hortalizas sobre Listeria spp.,se puede decir
que la contaminaciéon microbiana en hortalizas se localiza fundamentalmente en su
superficie, ya que son las zonas de la corteza o las hojas mas externas las que se
encuentran mas expuestas. Lopez,'® encuentra que en repollo y apio, la
contaminacion, después del lavado, disminuye en aproximadamente 1,5 ciclos
logaritmicos en ambos vegetales. Atendiendo a los resultados preliminares
obtenidos, se podria plantear que cuando las listerias se encuentran en bajas
concentraciones, pueden ser eliminadas de las hortalizas con un adecuado proceso
de limpieza.

Al inocular las muestras de hortalizas con L. monocytogenes se comprobé que en la
zanahoria, a diferencia de la lechuga, la bacteria no se adhiere bien a la superficie.
Se comprobd6 que no es suficiente una limpieza adecuada de las hortalizas, para
eliminar patdgenos como L. monocytogenes; aungue si dichos alimentos estan
contaminados en bajas concentraciones, si pudieran reducirse sus niveles de forma
tal que disminuya la probabilidad de contraer listeriosis, al menos para las personas
fuera del grupo de riesgo.

Es oportuno sefialar que para la descontaminacion de los vegetales de organismos
patégenos, ademas de la limpieza se recomienda el empleo de una operaciéon de
desinfeccion con alguna sustancia clorada, como por ejemplo diéxido de cloro o
algun otro desinfectante autorizado. Los resultados obtenidos son de particular
importancia para los centros de alimentacién social, si se tiene en cuenta que en su
mayoria practican Unicamente procedimientos de limpieza de los vegetales que se
van a consumir crudos sin aplicar la etapa de desinfeccion.

Con estos ensayos se revela la significacién de los procedimientos estandarizados
de saneamiento para reducir los riesgos microbioldgicos respecto a un patégeno
emergente de notable impacto en la salud publica como L. monocytogenes.
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Tabla 1. Relacion entre el tipo v nimera de muestras de hartalizas investigadas

Alimento Mo, muestras Alimento Mo, muestras dlimento Mo, muestras

Acelga B Col 7 Pepino 3
hji pimiento 3 al china 3 Perajil 5
Ajo montafia 1 Espinaca 4 Rabano 1
Ajo parro 2 Frijol ching 4 Remaolacha ]
hpio 4 Habichuela 1 Tamate B
Berro 1 Lechuga 17 Zanahoria 7
Ceballing 3 Orégano 1

35%

94,2 %
° 2,3 %

O Sin deteccion M L. inocua W Listeria spp.

Fig. Deteccion de Listeria spp. en las muestras de hortalizas frescas analizadas.


http://bvs.sld.cu/revistas/spu/vol34_4_08/tamara.martino@infomed.sld.cu

Tabla 2. Relacion entre los niveles de contaminacion encontrados para coliformes v coliformes fecales v la

cantidad muestras analizadas por tipo de hortaliza

Alimento Colifarmes/qg Coliformes fecales/g
<102 102- 103 10%- 107 »107 210 102- 103 108- 107
Cebolling - - - 3 3 - -
Col - 3 2 - 7 - -
Zanaharia - 2 4 1 3 Z 2
Frijol chino - - 4 - 4 - -
Lechuga 6 4 L 2 11 1] -

Tabla 3. Efecto de la limpieza en lechuga inoculada con & manocytogenes

Mivel de indculo mas bajo Mivel de indculo mas alto

Muestra de lechuga Listeria Métodn Listeria Método

monacytogenes, g rapido monacytogenas /g rapido
Sin lavar 1,82 10% + 24% 105 +
¢ Lavada <102 + 23y 104 +
Sin lavar 1,52 103 + 1,24 109 +
’ Lavada < 10? + 1,3 % 104 +
Contral del indculo 1.3x10% + f.2%107 +
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Tabla 4. Efecta de |3 limpieza en zanahoria inoculada con L. monocyiogenss

Mivel de indculo mas bajo Mivel de indculo mas alto
Muestra de zanahoria Listeria Método Listeria Método
maonocy togenss/g rapido rronocytogenes,q rapido
Sin lavar 3,0 % 102 + 4,0 % 102 +
Lavada 1,0 % 102 + 1,0 » 102 +
2,
Lavada y
< 102 + < 102 +
Pelada
Sin lavar 1,04 102 + < 102 +
Lavada < 102 + < 102 +
B
Lavada y
< 102 - < 102 +
Pelada
Control del indculo 2,3410° + 1,4x109 +
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