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ABSTRACT

Listeria monocytogenes a permanent threat
for the food industry
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Listeriosis is a serious food borne disease
with alow frequency of presentation, that cau-
ses death in 30% of the cases. The bacterium
responsible, Listeria monocytogenes, is found
widely distributed in nature where it can survi-
vefor long periods of time. The main sources of
infection for humans are ready-to-eat foods, es-
pecially those kept refrigerated for long periods
of time. In the food industry the pathogen survi-
vesthe cleaning and sanitation processduetoits
capacity to develop biofilms on working surfa-
ces and equipment. In order to control the deve-
lopment of L. monocytogenes in food and food
processing environments, the use of innovative
products obtained and isolated from plants and
microbes are being studied. Inthe USA areduc-
tion of cases during the last years has occurred,
andin Europethedisease appearanceisstill erra-
tic. Thisdecrease is assumed in part to be dueto
the implementation of systems such as HACCP
by the food processing companies, but it is also
due to a better informed consumer. This pa-
per provides information about the pathogen,
the food transmitted disease and control mea-
sures available in the food processing industry.

RESUMEN

Palabras claves: L. monocytogenes , listerio-
sis, industria alimentaria, medidas de control.

La listeriosis es una enfermedad de origen
alimentario de carécter grave, pero de baja fre-
cuencia que causa la muerte hasta en un 30%
de los casos. La bacteria responsable, Listeria
monocytogenes se encuentra ampliamente dis-
tribuida en la naturaleza donde puede sobre-
vivir por largos periodos de tiempo. El mayor
peligro como fuente de contagio para el hombre
son |los alimentos listos para €l consumo, espe-
cialmente los que se conservan refrigerados por
periodos prolongados. En la industria alimen-
taria el patégeno sobrevive a los procesos de
limpieza e higienizacion por su capacidad de
formar biofilm sobre superficies de trabajo y
equipos, contaminando los alimentos que alli
se procesan. Como una medida para el control
del desarrollo de L. monocytogenes en los ali-
mentos y en el ambiente donde se procesan los
alimentos, se ha estudiado el uso de productos
innovadores provenientes de plantas y de ori-
gen microbiano para eliminar a patégeno. En
Estados Unidos ha habido una reduccién en
el nimero de casos durante los Ultimos afios,
en cambio en Europa la presentacién de la en-
fermedad aun es variable. Esta disminucién se
atribuye en parte a la implementacion de sis-
temas como el HACCP por las empresas pero
también por una mayor informacién sobre los
riesgos por parte d e lapoblacién. Este trabajo
es una contribucién para entregar anteceden-
tes sobre el patégeno, la enfermedad transmi-
tida por los aimentosy medidas para su con-
trol en la industria procesadora de alimentos.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es el microorganis-
mo patégeno responsable de la listeriosis, en-
fermedad transmitida por los alimentos (ETA)
de caracter grave. A pesar de presentarse con
una baja frecuencia, en la actualidad es una de
las ETAs més letales conocidas, causando gran
alarma a nivel mundial a productores de ali-
mentos, consumidores y autoridades sanitarias.
Esta preocupacion a través de los afios ha ido
en aumento, ya que tanto investigadores como
autoridades de salud han llegado a la conclu-
sién que no es posible su completa eliminacion
anivel delas plantas procesadoras de alimentos
(Thimothe et al., 2004), por lo cual deberan
extremarse las medidas para su control tanto a
nivel industrial y comercial como también en
el hogar.

Tanto en Estados Unidos como en Euro-
pa durante los Ultimos diez afios han ocurrido
brotes de esta ETA cuyo origen han sido en
su mayoria alimentos carnicos y lacteos. Es-
tos eventos obligaron a retirar del mercado un
gran volumen de productos alimenticios como
medida preventiva para proteger alapoblacion.
Una de las consecuencias de lo ocurrido fueron
las graves pérdidas econdmicasy de prestigio
para las empresas involucradas. En Chile solo
a partir del afio 2008 han habido informes de
casos de listeriosis transmitida a través de los
alimentos, si bien ya habia sido diagnosticada
su presencia en casos clinicos (Chile, Ministe-
rio de Salud, 2009). La escasa informacion so-
bre laprevalenciade este patégeno anivel dela
industria de alimentos en Chile se debe en parte
a que la deteccién en alimentos no esta inclui-
do en el Reglamento Sanitarios de Alimentos
(Chile, Ministerio de Salud, 2007). El objetivo
de este trabajo es entregar antecedentes sobre
el patégeno, la enfermedad transmitida por los
alimentos y algunas medidas para su control en
laindustria procesadora de alimentos.

Listeria monocytogenes como agente de ETA

El género Listeria se divide en seis especies
(Listeria monocytogenes L. ivanovii, L. inno-
cua, L. welshimeri, L. seeligeri, y L. grayi),
donde sdlo L. monocytogenes es patdgena para
el hombre (Roccourt y Cossart, 1997). Es una
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bacteria Gram positiva, aerobia 0 anaerobia fa-
cultativa, movil a25°C einmdvil a37 °C, capaz
de sobrevivir a temperaturas extremas entre 1
oCy 45°C con un 6ptimo a 37 °C. Sele consi-
dera un patégeno psicrétrofo, es decir, capaz de
desarrollar a temperaturas de refrigeracién, lo
cua le diferencia de otras bacterias patdgenas
como Salmonella o Staphyl ococcus aureus, que
son inhibidas en su crecimiento a bajas tempe-
raturas. En cuanto al pH, desarrollaen unrango
entre 4,4y 9,4, crece en presenciade un 10% de
NaCl y sobrevive a un 16 a 20% (Marzocca et
al., 2004). Se encuentraampliamente distribui-
datanto en el ambiente terrestre (suelo, plantas,
ensilaje, materia fecal, aguas residuales), en el
ambiente acuicola y también en lugares donde
se procesan alimentos. En plantas de produc-
cion de alimentos puede encontrarse en el sue-
|0, aguas estancadas, equi pos de procesamiento,
cintastransportadoras, cAmarasdefrioy tineles
de congelacién, entre otros. Su crecimiento en
este entorno se ve favorecido por la alta hume-
dady lapresenciade nutrientes (FAO, 2007).

El patégeno a pesar de no formar endospo-
ras es capaz de sobrevivir por largos periodos
de tiempo en e medio ambiente, en las plantas
procesadoras de alimentos y al interior de los
refrigeradores domésticos. L. monocytogenes
es un residente intestinal temporal en el ser hu-
mano ya que € 5% al 10% de la poblacion en
alglin momento es portadora, sin presentar 1os
sintomas. L. monocytogenes ha sido aislada de
alimentos sin procesar como leche, carney ve-
getalesy de alimentos procesados como quesos
suaves, helado, mantequilla, carne cruda, carne
procesada, pescado crudo y ahumado en frio.
A pesar de encontrarse con frecuencia en ali-
mentos crudos, los casos de listeriosis general-
mente se relacionan con aquellos listos para el
consumo, los que se conservan refrigerados por
un periodo prolongado de tiempo o con los con-
taminados post procesamiento térmico (FAO,
2000).

Listeriosis

S6lo a partir de comienzos de los afios 80 la
listeriosis fue reconocida como una enfermedad
transmitida por los alimentos, a ocurrir en Es-
tados Unidos y Europa varios brotes en que se
demostré mediante estudios epidemiolbgicos
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gue L. monocytogenes aislada tanto del alimen-
to como de los pacientes correspondian a la
mismacepa (Schlech et al., 1983).

En la poblacion existen grupos més sensibles
a contraer la listeriosis como son las mujeres
embarazadas provocando abortos espontaneos,
nacimientos prematuros y mortinatalidad; los
pacientes inmunodeprimidos por tratamien-
tos contra e cancer, trasplantados o personas
enfermas de Sida y los ancianos. Se presenta
con un cuadro invasivo con infeccion sistémi-
ca, septicemiay encefalitis (Rossi et al., 2008).
En personas que no pertenecen alos grupos de
riesgo o que consumen antiacidos regularmen-
te, una infeccion elevada de L. monocytogenes
causa cuadros de gastroenteritis febriles leves
similares a una gripe Estos sintomas también
son los que presentan las mujeres embarazadas
al contraer la enfermedad. El nimero de célu-
las bacterianas que deben ingerirse para que se
presente el cuadro aun no esta claramente defi-
nido, pero se ha establecido que a consumir un
alimento que contenga menos de 100ufc/g no
deberia presentarse €l cuadro en individuos que
no pertenecen al grupo de riesgo. El periodo de
incubacion parala presentacion de los sintomas
varia desde algunos dias hasta tres meses (Vi-
vas, 1999, Mortarjemi, 2002).

El diagnéstico oportuno y tratamiento tem-
prano con antibiéticos como ampicilinay ami-
noglucésidos o cotrimoxazol son efectivos. Sin
embargo, la sintomatologia generalmente no
permite un diagnéstico temprano, ya que los
primeros signos de un brote son generalmente
el aborto y/o la muerte del individuo. La confir-
macién de unainfeccién por L. monocytogenes
esel aislamiento delabacteriadel liquido cefa-
lorraquideo o delasangre del paciente (Noriega
et al., 2008).

L os antecedentes epidmiol gicos de listerio-
sis muestran que se informa de casos espora-
dicos asi como brotes de listeriosis invasiva,
con unafrecuencia de 3 a8 casos por 1.000.000
habitantes. Sele considera por lo tanto unaETA
de bagja frecuencia pero de alta mortalidad, cau-
sando la muerte de un 20 a 30% de las personas
infectadas. En Estados Unidos constituye menos
del 1% de los casos de ETA, sin embargo, esla
responsable del 28% de muertes (Mortarjemi,
2002, Pan et al., 2006). Esta frecuencia en oca-

siones aumentay en esos casos es generalmente
atribuible a algin alimento especifico. Esta es la
situacion en el brote ocurrido en Chile en €l afio
2008 por el consumo de una determinada marca
de queso blando, o cual tuvo como consecuen-
cialamuerte de 5 personasy 119 personas af ec-
tadas. Al presente del 2009 se han notificado 18
casosdelisteriosis delos cuales 3 han fallecido,
el alimento identificado como responsable fue
cecina de una determinada marca, detectandose
posteriormente el patégeno en diversos produc-
tos carnicos de lamismaempresa. En ambos ca-
sos, hubo retiro de productos del mercado con
cuantiosas pérdidas econémicas y pérdida de
credibilidad del publico para los productos en
cuestion (Chile, Ministerio de Salud, 2009).

L. monocytogenes en la industria alimenta-
ria

Lapresenciadel patégeno en materias primas
como leche, carne, pescado y vegetales, refuer-
za la necesidad que las industrias procesadoras
de estos alimentos establezcan barreras que mi-
nimicen su ingreso alos lugares de proceso. En
particular en aquellos puntos donde el alimento
no es sometido a un tratamiento que permitala
destruccion del patégeno. Es por €llo, que las
industrias tienen, o deberian tener barreras sa-
nitarias a ingreso de las salas de proceso. Estas
consisten en un riguroso control del uniforme
del personal, lavado de manos, uso de pedilu-
viosy reduccion del transito de personas quein-
gresan al lugar donde se procesan alimentos. Se
ha determinado que L. monocytogenes ingresa
através delavestimenta, el calzado, las manos
de los operarios, como también con los utensi-
lios, el equipamientoy los materiales utilizados
(Jeong y Frank, 1994). La contaminacién cru-
zada es decir, el contacto de los alimentos lis-
tos para el consumo con superficies o utensilios
contaminados, es otra via de contaminacion.
Dada la dificultad para impedir su ingreso a los
lugares de procesamiento, es necesario tomar
medidas rigurosas para su eliminacion durante
los procesos de limpieza e higienizacién y co-
nocer los parametros que limitan su desarrollo.
Uno de los problemas que enfrenta la industria
es que los productos quimicos utilizados para
higienizar superficies como el dcido peracético,
amonios cuaternariosy compuestos clorados no



4

garantizan la eliminacion del patégeno o bien
pierden su efectividad en presencia de materia
organica, como es el caso del cloro. Este proble-
ma se ve agravado dado que L. monocytogenes
forma biopeliculas o “biofilm” en superficies
donde han quedado residuos orgéanicos lo cual
dificulta la accion de los higienizantes (Lun-
den, 2004).

Formacion de biofilm

Los biofilm son microcolonias constituidas
por microorganismos inmersos en una matriz
de exopolisacéridos, secretados por ellos mis-
mos y que se encuentran firmemente anclados
a la superficie sobre la cual se formaron. Los
biofilm representan un sistema muy eficaz de
proteccion para los microorganismos frente a
condiciones ambientales adversas como varia
ciones de temperatura, agentes antimicrobianos
e higienizantes. Latasade crecimiento en €l in-
terior del biofilm es lenta por lo cual requieren
de una baja disponibilidad de nutrientes. Esto
implica que un alto porcentaje de la poblacién
se encuentra en la fase de desarrollo estaciona
rio, lo cual hace que sean més resistentes a la
accion de agentes antimicrobianos, que en la
fase de desarrollo exponencial (Kiepek-Pearson
y Karatan, 2005).

La superficie sobre al cual se desarrolla el bio-
film tiene importancia en la firmeza de éste para
adherirse y también para ser destruido. Pan et
al., (2006), demostraron que sobre acero inoxi-
dable L. monocytogenes formaba un biofilm mds
grueso que sobre teflén. Sin embargo, eran mds
féciles de eliminar del acero inoxidable.

Al comparar biofilm desarrollados sobre
goma o polietileno con los desarrollados sobre
acero inoxidable también se encontrd que ha-
bia mayor dificultad para su eliminacién o para
la destruccion del patégeno sobre lagomayy el
polietileno que sobre el acero inoxidable a uti-
lizar higienizantes en base a cloro o yodo (Je-
yasekaran et al., 2000). Este es un antecedente
importante a considerar cuando se requiere de-
terminar potenciales puntos de contaminacion
por el patdgeno en lalinea de procesamiento de
un alimento.

Control de L. monocytogenes en alimentos y
superficies
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L. monocytogenes esta presente en lamayoria
de las materias primas y también puede encon-
trarse en los productos listos para el consumo
como las cecinas crudas fermentadas, ensaladas
preparadas, productos lacteos elaborados con
leche cruda, y pescado ahumado en frio. Los
tratamientos con calor son los mas efectivos
para eliminar a L. monocytogenes. En leche
mediante la pasteurizacion (71.7° C durantel5
S) se obtiene una reduccién de 3 a 4 ciclos de
logaritmo mientras queen carnea70° C duran-
te 2 min selogra reducir en 6 ciclosdelog la
poblacién (Bell y Kyriakides, 1998). Los que-
sos de pasta blanda madurados por mohos, con
frecuencia han sido responsables de casos de
listeriosis. Ello se debe en parte a que en paises
como Franciay Suiza esta autorizadala elabo-
racion de estos quesos con leche cruda. La aso-
ciacion delisteriosis con estos productos estaria
relacionada con la etapa de maduracién con el
moho, durantelacual L. monocytogenes crece
y aumentar en 4 a5 ciclos de log su poblacion (
Bell y Kyriakides, 1998, Adamsy Moss, 2000).
En Chile, todos los quesos deben ser elabora-
dos con leche pasteurizada, sin embargo, s se
contaminan con el patégeno después del trata-
miento térmico de la leche, el agente también
se multiplicard durante la maduracion con el
moho, llegando L. monocytogenes al consumi-
dor en concentraciones peligrosas.

En ensaladas preparadas listas para la venta,
€l proceso de lavado es fundamental para elimi-
nar L. monocytogenes y otros patdgenos. Para
la higienizacién se puede utilizar cloro en con-
centraciones de 50 a 200 ppm. Sin embargo, se
ha determinado que con esa concentracion solo
se logra una reduccién de un ciclo de logaritmo
después de un minuto de contacto. Resultados
similares se lograron en repollo, ain cuando el
tratamiento se extendié durantel0 min. (Bell y
Kyriakides, 1998). En pescado el proceso de
ahumado en caliente (> a 68° C) tiene un efec-
to de pasteurizacién, sin embargo, el ahumado
en frio (18-28° durante 18 h), incluso permitiria
¢l desarrollo de L. monocytogenes, por lo tanto
éste se consideraentrelos alimentoslistos para
el consumo de alto riesgo.

En la actualidad se estudian tratamientos no
térmicos para € control de L. monocytogenes
en alimentos. Entre estas técnicas esta el uso de
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bacteriofagos especificos en contra de L. mo-
nocytogenes (Guenther et al., 2009), € uso de
extractos de aceites vegetales como e romero,
té verde u orégano (Theivendran et al., 2006) y
la aplicacion de bacterias lacticas productoras
de bacteriocinas (Izquierdo et al., 2009). Entre
éstas se evalud una cepa de Enterococcus fae-
cium (WHE81) para inhibir L. monocytogenes
en quesos suaves tipo Munster, logrando inhibir
su desarrollo durante 21 dias. También hasido
analizado el uso de envases flexibles de acetato
de celulosa con la incorporacion de dos bacte-
riocinas, obteniéndose dos ciclos de logaritmo
de reduccién sobre jamén inoculado con Liste-
ria (Santiago-Silva et al., 2009). En la Univer-
sidad Austral de Chile Alvarez (2007) y Concha
(2008), disefiaron una pelicula en base a agi-
nato alacua incorporaron cepas de bacterias
acido lacticas (BAL), logrando inhibir € desa-
rrollo del patdgeno sobre salmoén almacenado a
4 ° C durante 28 dias. Estos resultados permi-
tiran en un futuro préximo contar con barreras
adicionales parainhibir el desarrollo de L. mo-
nocytogenes en los alimentos, ya sea a través
del uso de envases bioactivos o por aspersion
de productos antimicrobianos directamente so-
bre el alimento.

Para reducir la contaminacion de los alimen-
toscon L. monocytogenes el patdgeno también
debe ser atacado con higienizantes o biocontro-
ladores en los lugares donde se procesen ali-
mentos. Laindustria, en estos dias sin embargo,
enfrenta el problema que los higienizantes que
son deamplio espectro antimicrobiano, son poco
efectivos en contrade L. monocytogenes. Es por
ello, que se estan estudiando nuevos productos
como higienizantes de superficie, con mayor
especificidad frente a determinados patégenos
comunes en alimentos, como son |os extractos
de aceites esenciales de plantas (de Ancoset al.,
2006) y €l acido hipocloroso (Stones, 2009).
En laUniversidad Austral de Chile se disefié un
biocontrolador abase de cuatro bacteriocinas de
BAL. Este producto se puede utilizar en forma
liquida por aspersién en superficies de trabajo y
equipos, o en formaencapsulada para desagiies
y otros lugares de dificil acceso (Nahuelquin,
2008). Este producto haresultado efectivo para
eliminar al patégeno de biofilm formados sobre
distintos tipos de superficies.

Riesgo parala poblacién

Paraestimar el riesgo de contraer listeriosisen
una poblacién, debe tenerse en cuentala preva-
lencia del patdégeno en los alimentos existentes
en el mercado, especialmente en agquellos listos
parael consumo. En Chile, lavigilanciade este
patégeno no se exige para alimentos de consu-
mo interno, debido a que no estaincluido en el
Reglamento Sanitario de los Alimentos (Chile,
2007), sblo para los alimentos de exportacion,
donde la entidad fiscalizadora es el Servicio
Agricolay Ganadero (SAG) (Chile, 2006). Sin
embargo, los estudios realizados entre 1990
y 2000 en alimentos del mercado demuestran
presencia de L. monocytogenes en productos
carnicos procesados (3,6%), mariscos (11,6%),
helados (3,6%) y queso crema (0,8%) (Cordano
y Roccourt, 2001). EnlaUniversidad Austral de
Chile se determind la presencia de la bacteria
en un 40 % de 25 muestras de congrio fresco
y en un 4% de 25 muestras de bacalao (Diaz,
2004). Por otro lado, Schobitz el al., (2001),
analizaron muestras de leche cruda proveniente
de estanques de plantas lecheras desde la Vlla
alaXaRegiony encontraron presenciadel pa-
tégeno en 22% de las 50 muestras analizadas.

En otros paises como Francia (Goulet y de
Valk, 2001), encontraron que los productos
carnicos (19,8%) y los mariscos (10,4%) esta-
ban contaminados con mayor frecuenciaque los
productos l&cteos (4,7%) y las ensaladas prepa-
radas (4,5%). En Greciase determin6 queun 5,7
% de muestras de productos carnicos estaban
contaminados, pero en bajas concentraciones
(10 ufc/g) (Angelidis y Koutsoumanis, 2006).
Si bien en algunos alimentos la presencia del
patdgeno es elevada, laenfermedad en lapobla-
cion es de baja ocurrencia. Laincidencia anual
reportada varia de 0,1 a 11,3 casos por millén
de personas. En Estados Unidos en €l afio 2007
laincidencia fue de 0,27 por 100.000 personas
(Anon., 2008) y en Europa en €l periodo com-
prendido entre 1994 y el afio 2000 se notificd
una incidencia anual de listeriosis humana de
0,2 20,8 casos/100.000 (Rossi et al., 2008).

En Chile la listeriosis tuvo un significati-
VO incremento en el nimero de casos durante
el afio 2008 con 5 muertes'y 119 casos. En
2009 (abril) se notificaron 18 casos, tres per-
sonas fallecidas. Estos fueron 1os primeros ca-
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sos en Chile donde se asociaron aimentos del
mercado con personas enfermas o fallecidas de
listeriosis. Sin embargo, a nivel clinico ya se
habia diagnosticado la infeccién pero con una
frecuencia bgja de 16 casos entre |os afios 2001
y 2005, correspondiendo cuatro de ellasamuje-
res embarazadas (Larrain et al., 2008, Noriega
et a., 2008). Aun cuando lafrecuenciade laen-
fermedad es baja en la poblacion, paralaindus-
tria procesadora de un alimento sospechoso es
costoso €l retiro de productos del mercado lo
cual, ademas, va acompafiado de la pérdida de
prestigio de laempresay pérdidas en las ventas
por temor y rechazo de la poblacién.

La falta de una reglamentacion que obliga a
determinar lapresenciadel patégeno en alimen-
tos de consumo nacional, ha dejado a la pobla-
cién en una situacion vulnerable. Actualmente
existe un documento en consulta publica el abo-
rado por €l Ministerio de Salud de una pro-
puesta para establecer criterios para L. mono-
cytogenes. Sin embargo, parareducir el nimero
de casos debe exigirse ademas a la industria
alimentaria nacional la implementacion de las
Buenas Practicas de Manufactura y la aplica-
cion del sistema HACCP, a fin de reducir la
frecuencia de L. monocytogenes en los alimen-
tos listos para el consumo y con ello dar mayor
seguridad ala poblacién.

CONCLUSIONES

El desafio para la industria alimentaria es
mantener algjadaa L. monocytogenes de los lu-
gares donde se procesan 0 almacenan alimentos
listos para €l consumo. Para ello deben tenerse
implementados rigurosos programas de limpieza
y sanitizado y utilizar higienizantes o biocontro-
ladores capaces de eliminar a patdgeno, incluso
cuando éste forma biofilm. También deben im-
plementar el sistema HACCP, independiente del
tamario de laempresa. Por otro lado €l consumi-
dor debe ayudar a reducir €l nimero de casos,
teniendo claro quienes son los grupos de riesgo
y tomando las precauciones necesarias con la
alimentacion. El patégeno va a continuar estan-
do presente en todos lados, pero a respetar estas
medidas dejara de ser una amenaza permanente
paralasalud de los consumidores.
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