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RESUMEN

En Argentina, la explotacion avicola se ha intensificado progresivamente hasta
convertirse en industrial. Tal situacién, ha conducido a mayores riesgos de contraer
enfermedades de origen alimentario a través del consumo de carne contaminada. La
transmision de microorganismos patégenos en la cadena productiva se asocia con la
crianza de los animales, el tratamiento en las plantas de faena y la manipulacion durante
la comercializacién. Dentro de los patdgenos alimentarios, Listeria monocytogenes es
uno de los mas importantes, debido a su impacto econémico e interés para la salud
publica. Esta bacteria crece a temperaturas de refrigeracion y se adapta a diferentes
condiciones de estrés.

En la bisqueda de alternativas seguras e inocuas para controlar L. monocytogenes
surge explorar el potencial de las bacterias acido lacticas (BAL) enddgenas de pollos
parrilleros. Estas cumplen un rol fundamental en el mantenimiento de la microbiota
intestinal y la homeostasis, pudiendo inhibir cepas potencialmente patogenas a través de
la produccidn de sustancias inhibidoras tipo bacteriocinas. Dentro de las estrategias para
promover su desarrollo, se encuentra el empleo de dietas basadas en probioticos u otros
suplementos naturales. Hallar BAL adaptadas al ambiente intestinal que funcionen
como antagonistas, es un desafio interesante por su facil disponibilidad y bajo costo.

En este Trabajo de Tesis se evalué previamente en el Capitulo | la calidad
microbioldgica de distintos cortes de pollo provenientes de comercios locales. Los
resultados evidenciaron la presencia de L. monocytogenes, con otras especies
acompariantes incluyendo L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi y
L. murrayi. Posteriormente, en el Capitulo Il se analizo la capacidad adaptativa de las

cepas de L. monocytogenes en medios conteniendo 1,5 % y 3 % p/v de cloruro de



sodio (NaCl). Los estudios mostraron un comportamiento heterogéneo de las cepas
frente a las distintas concentraciones de NaCl. Las diferencias observadas en el recuento
se atribuyeron a la variabilidad fenotipica existente dentro de la especie.

En el Capitulo Il se aislaron BAL en excretas provenientes de pollos sometidos a
distintas dietas experimentales. Las dietas incluian suplementos basados en el probiético
B. subtilis y harina de chia (Salvia hispanica L.). Los resultados demostraron que la
composicion de la dieta altera de forma significativa la abundancia de BAL intestinales,
con un efecto positivo tras la incorporacion de la harina de chia. Finalmente, en el
Capitulo IV se evaluo la capacidad antagonista de las BAL obtenidas. En este caso, se
ensayaron sobrenadantes libres de células (SLC) sobre las cepas de L. monocytogenes
aisladas de la carne de pollo. Los estudios indicaron que ciertos SLC presentaron
antagonismo, aunque la respuesta fue especifica en cada caso. Se observé una gran
variabilidad en el espectro de control (efectividad) y en la actividad antagénica, con
diferencias significativas entre los halos de inhibicién medidos.

Los datos presentados en esta Tesis, revelan que L. monocytogenes constituye un
riesgo para la salud publica y que determinadas BAL nativas o autdctonas provenientes
de las excretas, pueden ser Utiles para su control. Estas BAL pueden resultar de interés
tanto en el desarrollo de probidticos para aves, asi como para la produccién de sustancias

antimicrobianas, de importancia en la industria alimentaria.



ABSTRACT

In Argentina, poultry farming has progressively intensified to become industrial. Such
a situation has led to higher risks of contracting foodborne diseases through the
consumption of contaminated meat. The transmission of pathogenic microorganisms in
the production chain is associated with the rearing of animals, treatment in slaughter
plants and handling during commercialization. Within the food pathogens, Listeria
monocytogenes is one of the most important, due to its economic impact and interest for
public health. This bacterium grows at refrigeration temperatures and adapts to different
stress conditions.

In the search for safe and innocuous alternatives to control L. monocytogenes, it is
necessary to explore the potential of endogenous lactic acid bacteria (LAB) from broiler
chickens. These play a fundamental role in the maintenance of intestinal microbiota and
homeostasis, being able to inhibit potentially pathogenic strains through the production
of inhibitory substances such as bacteriocins. Among the strategies to promote its
development, is the use of diets based on probiotics or other natural supplements.
Finding LABs adapted to the intestinal environment that function as antagonists is an
interesting challenge due to their easy availability and low cost.

In this Thesis Work, the microbiological quality of different cuts of chicken from
local businesses was previously evaluated in Chapter I. The results showed the presence
of L. monocytogenes, with other companion species including L. innocua, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. welshimeri, L. grayi and L. murrayi. Subsequently, in Chapter II, the
adaptive capacity of L. monocytogenes strains in media containing 1.5 % and 3 % p/v
sodium chloride (NaCl) was analyzed. The studies showed a heterogeneous behavior of

the strains against the different concentrations of NaCl. The differences observed in the



count were attributed to the phenotypic variability existing within the species.

In Chapter I1l, LAB were isolated in excreta from chickens subjected to different
experimental diets. The diets included supplements based on the probiotic B. subtilis and
chia flour (Salvia hispanica L.). The results showed that the composition of the diet
significantly alters the abundance of intestinal LAB, with a positive effect after the
incorporation of chia flour. Finally, in Chapter 1V the antagonistic capacity of the LAB
obtained was evaluated. In this case, cell-free supernatants (SLC) were tested on L.
monocytogenes strains isolated from chicken meat. Studies indicated that certain SLCs
were antagonistic, although the response was specific in each case. A great variability
was observed in the control spectrum (effectiveness) and antagonistic activity, with
significant differences in the measured inhibition halos.

The data presented in this Thesis show that L. monocytogenes constitutes a risk to
public health and that certain native or autochthonous LABs from excreta may be useful
for its control. These LABs may be of interest either in the development of probiotics for
poultry, as well as for the production of antimicrobial substances, of importance in the

food industry.



INDICE

1.INTRODUCCION GENERAL .....oocveveeeieeeeeeeteee e ses s esas s ssses s nsssensenesnens 2
1.1 Situacion actual de la Argentina en la produccion de pollos (Gallus gallus)......... 2
1.2 Caracteristicas de la carne de poll0..........ccooveiiieii i 5
1.3 BiOSEQUIIUAA AVIA.....c..icieiiieieee ettt ste e sne e 6
1.4 Cadena productiva de pollos parrilleros..........cccvevveveiieene e 7
1.5 FABNA B AVES......c.oiiiiiieiiiteee ettt 8

1.5.1 Lugar de ProCeSAMIENTO .........cueiueeieiierieeiesieesieeeeseesteeee e e ste e sreesseeneesreeneeans 8
1.5.2 Etapas de 1a faBNa ..........ccviieiieii i 11
1.6 Microbiologia de la carne de poll0.........ccccocveiiiii i 14
1.6.1 Carga MICIODIANA. .......ccvveieivieiteeie ettt e re e st esre e e re e 14
1.6.2 Higiene sanitaria previa a la comercializaCion.............c.ccccovvevveveiiecivesiesnn, 15
1.7 Enfermedades de transmision alimentaria..........c.ccoevrereinineiseneeesese s 16

CAPITULO I: LISTERIA MONOCYTOGENES COMO POTENCIAL

PATOGENO EMERGENTE DE TRANSMISION ALIMENTARIA

1. Generalidades de 18 LiSTEriOSIS. ........uieiiiririeiiiseise et 19
1.1 Riesgo alimentario y epidemiologia del agente patdgeno ............ccoceoveerericeniennn 19

1.2 Caracteristicas fenotipicas del género Listeriay de la especie L. monocytogenes 22

1.3 Ecologia de L. monocytogenes: reservorios, distribucion y transmision.............. 24
1.4 Virulencia y toxicidad alimentaria ............cooovrieiriineneseeseeeeee s 26
1.5 PALOGENESIS ....veveuietitiieteete sttt bbbttt ettt ettt r e b bbb 27
1.6 Invasion de L. MONOCYLOGENES ......cvvereerieerieeriesiesieasiesieesseessessaesseesesseesseessesseesses 27

1.7 Serotipos dentro de la especie L. MONOCYtOGENES .......c.cvvevereeriveriesierieeieseenaeas 29



1.8 Legislacion y vigilancia epidemiolOgiCa........cccovvereriieiiiiieieiese e 30
1.9 Medidas de control y prevencion sanitaria en la cadena productiva de alimentos 32

1.10 Problemética en la erradicacion de L. monocytogenes en la industria alimentaria.34

1.10.1 Ineficiencia de agentes deSinfeCtantes ............cocevvreiiniiieieieree e 34
1.10.2 Formacion de biofilm...........cocoiiiiiieee e 35
1.11 Problemaética de control en la salud pUblica...........ccooeiriirinieniiecee e 36
1.11.1 Resistenciaa los antiDiOtiCOS ..........ccccveiverieieiireir e 36
1.12 Tratamientos de inactivacion de L. monocytogenes en alimentos.............c.......... 37
1.12.1 MELOUAOS FISICOS....veuiiieiiiriiiiieste ettt ne s 37
1.12.2 MELOAOS QUIMICOS. .....cvereerietieenieiesteie sttt sttt ne e 40
1.12.3 MEt0d0oS DIOIOGICOS ......oveviiiiiiieiesieees e 41
1.13 Métodos de deteccion de L. MONOCYLOQENES. .......ccvevveeveireerieeiesieerie e 42
2. HIPOTESIS ...ttt 45
3. OBIETIVOS ...ttt bttt ere s 46
3.1 ODjJetiVOS gENEIAIES........ecieieiecie et 46
3.2 ObjJetivos PArtiCUIAIES ........ccveieee e 46
4. METODOLOGIA.........coooiiiiiiiise s 48

4.1 Aislamiento, caracterizacion e identificacion y de Listeria spp. en carne de

010 1 [0 TSP P PRSPPI 48
4.2 TINCION A& GIaIM ...cviiiiiiiiitiieiieie ettt bbb 51
4.3 Pruebas DioqUIMICAS........cccvciiiieii e 52

4.3.1 Empleo de azlcares y polialcoholes como sustratos fermentables................. 52
4.3.2 Prueba del rojo de Metilo........cceevieiiiieieee e 53
4.3.3 VOQES-ProsSKauUEr (VP) .....ooiiiiie et 54

4.3.4 Hidrolisis del almidOn .......cooooeeeeeeeeeeee et 55



4.3.5 Ensay0 en MEdIO SIM .....ooiiiiiiiiicceesee e e 55

4.3.6 Prueba de 12 Catalasa............ccoceririiiiieiiieese e 56
4.3.7 REAUCCION 0 NILFALOS ....c.viviverieiirieieeieie et 57
4.3.8 Prueba OXI0ASA. ........eeeeiiieiieieite s 58
4.3.9 PrUBDE UIBASA........eiuiiiiiiiieees et 59
4.3.10 HemOliSiS €N agar SANQIE ........evruereeieerieieesiesiereere st seeesre e eesesse e esneneas 59
4.3.11 Prueba de CAMP (Christie Atkins y Munch Peterson)..........cc.ccoovvvvnene. 60
5. RESULTADOS Y DISCUSION.... ....oooiriiirriimmiinimnesnsesssessssssssssssssesesasssnens 61
5.1 Presencia de Listeria spp. en carne de pollo de comercios locales.............ccccen.e. 61

CAPITULO II: COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS AISLADAS DE L.

MONOCYTOGENES EN CONDICIONES DE ESTRES SALINO

1. Capacidad adaptativa de L. monocytogenes en los alimentos en general................... 77
2. HIPOTESIS ..ottt 80
3. OBJIETIVO.t oottt et be e nnbee s 81
3.1 ODJEtIVOS GENEIAIES......ccueeiieecicceee et 81
3.2 ODbjJetivos PArtiCUIAIES ..........c.coveiieiecic st 81
4. METODOLOGIA........oooiiiiiiiiiiriecie s 82
4.1 ANALISIS ESTATISTICO ....veuveieeiieeiie e 83
5. RESULTADOS Y DISCUSION.... ....coooiiiiiieeiseeeeiesee s, 84

5.1 Variabilidad fenotipica de las cepas aisladas de L. monocytogenes creciendo en

dos concentraciones de NACH .....cooooiiiiiie 84



CAPITULO IIl: INCIDENCIA DE LA DIETA EN EL RECUENTO DE

BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) PRESENTES EN EXCRETAS DE

POLLOS

1.1 Sustentabilidad en la produccion avicola y seguridad alimentaria...............ccceeu... 99
1.1.1 Uso de probioticos en la dieta e aVeS.........ccovvereiieniniieecseeese e 100
1.1.2 Empleo de alimentos no tradicionales en la produccion avicola...................... 101

1.2 Rol de la microbiota intestinal de 105 poll0S...........ccocviiiiiiiii e, 102

1.3 Generalidades de las Bacterias Acido LACticas (BAL)........ccccooeeeveeverreveereeereceeneen. 104

2. HIPOTESIS ...ttt 107

1 0 ) 21 1 8 1 VO R 108
3.1 ODJELIVO GENETAL .....ceiiiieieieie et 108
3.2 ODJetiVO PArtICUIAN .......c.eeieeee e 108

4. METODOLOGIA

4.1 Localizacion € INStalaCioNeS ..o 109
4.2 ANIMAIES Y MANEJO......cviiiiicie ettt sne e 109
4.3 Dietas EXPErimentales .........coccviieiiiieiicie st 110
4.4 Disefio EXPErimental ............cccoeiiiiiiieiicse st 114
4.5 Toma de muestras y aislamiento de BAL ..........ccccoevveiiiiievi e 115

4.6 Confirmacion microbioldgica de las BAL aisladas
mediante pruebas feNOtIPICAS ........ccveviiieiice e 116
5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Las excretas de pollos broiler son fuente de BAL nativas (enddgenas) ............... 118
5.2 La composicion de la dieta de los pollos influye en el recuento de BAL de

JAS EXCIOLAS ...eeeee ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e ee e aeeaaeeeaaans 121



CAPITULO 1V: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE BAL AISLADAS DE
EXCRETAS DE POLLO SOBRE CEPAS DE L. MONOCYTOGENES
PROCEDENTES DE LA CARNE AVIAR

1.1 Importancia de las BAL como antagonistas de patdgenos presentes en

AIIMENTOS ...t bbbttt bbb 132
1.2 Sustancias antimicrobianas producidas por 1as BAL ..........ccccccevvieviieiiiciie e, 134
1.2.1 ACIHOS OFGANICOS .....ovoveveeevcesec ettt ettt 134
1.2.2 OtroS MetabolitoS. ......c.evviiiiiieries e 135
1.2.3 BACTEITOCINGS ..veuveuvetiiieiesieeiieee ettt bbbttt nbe et 136
1.2.3.1 Clasificacion de 1as baCterioCingas..........cccvcerereerenereeiise e 137
1.2.3.2 Empleo de bacteriocinas en la industria alimentaria .............cccocoeeevenennnne 139

2. HIPOTESIS ...ttt 142
3. OBUIETIVOS ...t 143
4. METODOLOGIA.........oooiiiiiiiiiiiiiics st 144
4.1 Obtencion de los sobrenadantes de BAL ..........ccccoviieiiinineiiiiecscee 144
4.2 Reactivacion de cepas de L. MONOCYLOGENES .......ccvevveeieieerieeiesieerie e sreesae e 145
4.3 Prueba de antagOniSMO .........c.eceiuerieiiiiiiesese e e et sre et sresre e eneeneas 145
4.4 ANALISIS €StAAISTICO .....e.veviieicieiesieee e 146
5. RESULTADOS Y DISCUSION... ....cooiriiiiesrseeresieeesiesenesnesseessses s 147

5.1 Rol de los sobrenadantes de BAL nativas en el antagonismo sobre las cepas de L.

L0 aloT0y V(0o [=] oo TP 147

5.2 Efecto antagénico de los SLC segun las BAL aisladas en los distintos

EFALAIMIENTOS ... .ot e e e ettt ee e e e e e e ettt e eeeeeeaaeneeeeeeeeeaaaes 149

5.2.1 SLC obtenidos de las BAL provenientes de la condicion control .................... 150

5.2.2 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento W3... ........c.cce...... 153



5.2.3 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento P .............ccccevveenee. 162

5.2.4 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento W3 + P .................. 164
6. CONCLUSIONES ...t e e e erae e e 177
7. BIBLIOGRAFIA. .. ........oooviviieieeeeeeeeeeeeeee et 182



Introduccion
general



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Situacion actual de la Argentina en la produccion de pollos (Gallus gallus)

La avicultura en Argentina se ha intensificado en los ultimos afios manifestando un
crecimiento importante, sostenido por diversos factores productivos como el
mejoramiento genético, la alimentacion, la sanidad y practicas de manejo adecuadas. La
actividad avicola se establece favorablemente tanto en la producciéon de carne aviar
como de huevos. El desarrollo constante y la expansion del mercado se han mantenido
dinamicamente desde el afio 2003 con creciente participacion en el plano nacional e
internacional.

La insercion exportadora de carne aviar es de relevancia econdmica en Argentina
junto con los subproductos derivados de la faena en menor medida (harina de
plumas, visceras, huesos, crestas, etc) (Ministerio de Agroindustria, 2016). En los
primeros diez meses del afio 2019 la produccién de carne de pollo fue de 1,83 millones
de toneladas, superando los 1,71 millones de toneladas alcanzadas en el 2018 en
el mismo periodo (Barajas Maldonado, 2019). Aproximadamente se exporta el 11 %
de la produccion y el resto se destina para consumo en el mercado interno (Infoagro,
2019). Argentina es la décima nacion productora a nivel mundial y, a la vez, el
décimo pais exportador de carne aviar (Ramseyer & Terré, 2019). Actualmente los
altimos datos del 2020 registran que la produccion de carne de ave fue de 992.000
toneladas en los primeros cinco meses del afio. Por su parte las exportaciones se
situaron en 70.251 toneladas en el primer cuatrimestre superando en un 6 % las del

afio 2019 durante el mismo periodo (Gutiérrez, 2020). Los principales destinos de



exportacion en el afio 2020 fueron: China (26.361 toneladas), Sudéafrica (6.585
toneladas) y Chile (5.689 toneladas), que en conjunto concentraron mas de la mitad de
las exportaciones. Los demas destinos en el mercado exportador lo constituyeron
los Emiratos Arabes Unidos y Arabia Saudita (Portal Portuario, 2020). En el continente
americano, nuestro pais ocupa el cuarto lugar en cuanto a produccién de carne de
pollo luego de Estados Unidos, Brasil y México (Ramseyer & Terré, 2019).

La producciéon avicola nacional se lleva a cabo en 18 provincias argentinas
concentrandose la mayor actividad en Entre Rios (51 %), Buenos Aires (35 %) seguidas
por Santa Fe y Cordoba (Domenech 2017; 2018). En las dos primeras provincias se
localizan el 88 % de las granjas de pollos de engorde (Gutiérrez, 2018). La actividad
cuenta con 5.504 unidades productivas, de las cuales 4.452 son para la produccién de
carne (Bueno et al., 2016).

A partir del afio 2005, la industria avicola argentina triplicé su produccién logrando
una conversién de dos kilos de cereales por cada kilo de carne de pollo. Ademas, el
sector carnico, demanda anualmente unos 4,4 millones de toneladas de grano: 66 % de
maiz y 27 % de poroto de soja (Domenech, 2017). Por otro lado, en los Gltimos afios el
consumo de carne de pollo ha experimentado un gran incremento (Figura 1), debido a
diversos factores favorables: precio, perfil nutricional, bajo contenido en grasa, facilidad
de preparacion, versatilidad y buena aceptacion por parte de la mayoria de los
consumidores. En el 2010, el consumo de carne de pollo alcanzé los 34,7
kg/hab/afio y superd el valor estimado por el “plan de expansion avicola” (SAGPyA,
2011). En la actualidad esta tendencia se mantiene, registrandose un consumo de 46,6

kg de carne per capita por afio (CEPA, 2019).



Las mejoras en las practicas sanitarias y alimenticias, los rapidos avances en el area
de la genética, el alto indice reproductivo y el corto ciclo de produccién de las aves,
proyectan que para el afio 2024 la carne de pollo representara mas de la mitad de la

produccion adicional.

Periodo 2003-2015, en kg/persona/afioy % 43.0
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Figura 1. Evolucion del consumo per cépita de carne aviar en Argentina. Fuente: Ministerio de
Hacienda y Finanzas Publicas (2016).

Respecto al status sanitario, la Argentina se encuentra libre de influenza aviar y
Newcastle, enfermedades representan importantes barreras para el comercio y que
afectan a la avicultura en diferentes partes del mundo. Este contexto nacional permite
contribuir a la sustentabilidad del mercado exterior y a la apertura de nuevos destinos de
produccion, ademas de evitar las grandes pérdidas econdémicas provocadas por estos
patdgenos.

El Plan Nacional de Sanidad Avicola (PNSA) a través de la implementacion
del Programa de Enfermedades de las Aves y Animales de Granja contempla
iniciativas destinadas al control de la micoplasmosis y salmonelosis de las aves y
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establece el mejoramiento de la bioseguridad de los establecimientos avicolas
(MECON, 2016).

La seleccion intensiva lograda en las Gltimas décadas ha generado animales de una
gran masa muscular con un elevado rendimiento de la canal (pollo eviscerado sin patas
ni cuello). Esto condujo a la obtencién del pollo parrillero denominado broiler, el cual
hace referencia al tipo de animal utilizado en la crianza intensiva y que se caracteriza

por un rapido ciclo de produccion (6 a 7 semanas) (Peinado, 2015).

1.2 Caracteristicas de la carne de pollo

La carne de ave esta compuesta por tejido muscular, piel adherida, tejido conectivo
y O6rganos utilizados como alimentos. Las porciones comestibles de las canales
contienen aproximadamente un 71 % de agua y a diferencia de las carnes rojas, la
mayor parte de grasa se encuentra debajo de la piel y en la cavidad abdominal. Esta
grasa puede eliminarse facilmente y constituye una ventaja sobre las carnes porcina o
vacuna cuando se desea obtener productos bajos en lipidos.

Los nutrientes y otras propiedades de la carne de ave influyen notoriamente en el
crecimiento de los microorganismos. La carne de pollo contiene un alto porcentaje de
agua que se encuentra entre el 66 y el 74,7 % y presenta un pH que varia entre 5,96
y 6,18 (Qiao et al., 2002; Karaoglu et al., 2005). La actividad agua (aw) depende del
tiempo de almacenamiento, pero posee valores entre 0,98 a 0,99 si la carne ha sido
almacenada en presencia de aire seco. Por otro lado, el tiempo de faena determina la
acidez de la carne, condicionando su calidad microbiolégica. En pollos de 9 semanas, el
pH del musculo de la pechuga es de 6,6 mientras que en aves de 25 semanas alcanza
un valor de 7,2. Sin embargo, la piel funciona como barrera fisica contra los

microorganismos impidiendo la contaminacién del mdsculo subyacente. Tanto la piel
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como la carne son sustratos ideales para el desarrollo de una amplia diversidad de

microorganismos (Adamcic & Clark, 1970).

1.3 Bioseguridad aviar

El mantenimiento de un ambiente libre o con una carga minima de patégenos en el
establecimiento avicola se lleva a cabo a través de un conjunto de précticas de manejo,
normas operacionales y directrices que constituyen la bioseguridad. ElI implemento de
esta herramienta permite prevenir la entrada y transmision de agentes patdgenos que
puedan afectar la sanidad en las granjas avicolas. Su aplicacién proporciona aumentos
tanto en la productividad de la parvada como en el rendimiento econémico, por lo que
es de interés en cualquier empresa de produccion de aves. El plan de bioseguridad debe
ser flexible y préctico para que los operarios lo desarrollen sin dificultades.

Dentro de las consideraciones deben tenerse en cuenta; la ubicacion de la granja, las
caracteristicas de la construccion de los galpones, el control de visitas al
establecimiento, como asi también la limpieza y desinfeccion de camas, bebederos y
comederos.

Por otro lado, debido a que el estado inmunolégico de los pollitos es distinto al de
los pollos adultos, es conveniente el uso de lotes de las mismas edades. Asi también, se
aconseja evitar el estrés en los animales y la contaminacion del alimento balanceado y
del agua. Es conveniente ejercer control en vacunaciones, medicaciones, heces y
cadaveres, minimizando la presencia de insectos y de animales ajenos a la

produccion (Ricaurte, 2005).



1.4 Cadena productiva de pollos parrilleros

A diferencia de otras producciones pecuarias, la industria avicola correspondiente a
la produccion de pollos parrilleros se encuentra altamente integrada (Figura 2). La
produccion primaria es realizada en granjas integradas, propias o de terceros, y luego es
transportada a empresas faenadoras o procesadoras (Direccion de Ganaderia Bovina,
Porcina y Avicola, 2012). Estas Gltimas retiran las aves vivas de las granjas y la
trasladan a sus plantas frigorificas. Una vez realizados los procesos de transformacion,
el producto se comercializa en el mercado interno y externo. Dentro de este sistema
integrado intervienen ademas, las empresas proveedoras de alimentos balanceados y de
insumos sanitarios, como también los bienes de capital y los servicios.

En los sistemas modernos de produccion avicola es comun la reutilizaciéon de la
cama de pollos parrilleros. Esto es promovido con el fin de disminuir el impacto
ambiental y los costos de produccién y debido principalmente a la escasez de
materiales para tal fin (Pote et al., 2011; Watts et al., 2011).

Los canales comerciales en el mercado interno son variados y se encuentran
representados principalmente por mayoristas, hipermercados, supermercados Yy
minoristas. A su vez, el comercio minorista se encuentra conformado por autoservicios,
pollerias, carnicerias, rotiserias, restaurantes, etc. En cuanto al abastecimiento del
mercado internacional, se observan iniciativas tanto individuales como de otro tipo, que
requieren la conformacion de un consorcio de exportacion.

La informacion originada en las necesidades de los consumidores, es procesada
rapidamente por cada uno de los integrantes de la cadena de valor agregado. Esto da

como resultado una variada oferta de productos que enfoca a un gran espectro del perfil



consumidor y abre nuevas y mayores alternativas para el sector. De esta manera, la
estructura productiva se adapta a los requerimientos comerciales con la consecuente

mejora de la posicion argentina en el mercado de carne de pollo.

Planteles de Abuelos
Planteles de Padres
Planteles de Parilleros
[

| Planta de Faena ‘ | Planta de Subpraductos | lFahrica de expeiller y aceite desujaJ

GENTRO DE DISTRIBUCION J

| I [ | |

Distribucion Hipermercado Distribucién a Materia prima para Exportacion
Minorista Supermercado minorista directa industrializacian

l Planta de Incubacidn de Abuelos Granja Recria / Produccidn

Granja Recria / Produccidn

Fabrica de alimento balanceado
|

| Planta de Incubacion de Padres

Mayarista
|
Minorista

I
l CONSUMIDORES

Figura 2. Esquema del complejo de produccion y comercializacion de pollos parrilleros.
(Adaptado de Bueno et al., 2016).

1.5 Faena de aves
1.5.1 Lugar de procesamiento

La faena y preparacion de carnes enfriadas y congeladas se lleva a cabo en un
establecimiento industrial y comercial denominado frigorifico, el cual junto a otras
entidades asegura ademas el aprovechamiento de los subproductos. Estos deben estar
habilitados para tal fin por la autoridad sanitaria competente y tener Inspeccion

Veterinaria Oficial (Mountney & Parkhurst, 2001).



Los establecimientos faenadores y procesadores deben estar situados en zonas que
no estén expuestas a inundaciones, olores objetables, humo, polvo y/o gases. Su
perimetro debe ser delimitado claramente con un cerco y los caminos de acceso
pavimentados o mejorados (Feldman, 2000). Los sectores basicos pueden dividirse en:
recepcion de jaulas, insensibilizacion, deglello, escaldado, pelado, repasado,
lavado/escurrido, eviscerado, preparacion de menudos, escurrido y envasado, cAmaras
de enfriado, expedicidn, lavadero de bandejas, filtro sanitario, local de restos (sangre,
plumas, patas, cabezas, visceras, carcasas descartadas) y coccion de restos.

Los edificios e instalaciones deben ser de construccion solida y sanitariamente
apropiada. Es fundamental que los materiales utilizados para la estructura y el
mantenimiento no transmitan, directa o indirectamente, sustancias indeseables al
producto. Las mesadas de trabajo tienen que ser resistentes al deterioro contra agentes
fisicos, como el acero inoxidable, garantizando una adecuada higiene y desinfeccion
luego del procesamiento de la carne. El disefio de la planta debe proveer facil acceso a
todos los lugares de trabajo y un espacio suficiente tanto para la colocacion de equipos
como para el almacenamiento de materiales, con el fin de asegurar la calidad de las
operaciones de limpieza y produccion. Estos establecimientos deben contar con las
siguientes dependencias: playas de descarga, de inspeccion ante-mortem y de sacrificio,
camaras frigorificas, deposito para productos no comestibles, sectores de inspeccién
veterinaria y oficinas para empleados. Es necesario contar con espacios libres de
obstaculos entre los equipos y paredes, pisos y techos para favorecer la normal
circulacion de equipos moviles y del personal, en sus tareas de proceso Yy

mantenimiento.



Los criterios aplicables a superficies (pisos, paredes, techos o cielorrasos y
estructuras y accesorios elevados) indican que deben ser construidas sin grietas,
utilizando materiales impermeables, no absorbentes, lavables, resistentes y
antideslizantes, faciles de limpiar y desinfectar. Para el caso de puertas, el uso de cortina
de aire es una alternativa contra el ingreso de insectos y contaminantes fisicos, asi como
el sentido de apertura de la misma (de zona limpia a zona sucia).

Los locales deben contar con iluminacion natural y/o artificial que permita la normal
realizacion de tareas y evite alterar la calidad del producto carnico. Por otro lado, la
ventilacion debe ser suficiente para desalojar el calor excesivo, evitar la condensacion
de vapor y la acumulacion de polvo y favorecer la eliminacion del aire contaminado.
Esta operacion tiene que permitir la renovacion total del aire al menos cinco veces por
hora.

Las cafierias que circulan por el establecimiento deben estar identificadas de
acuerdo al transporte que realicen, en funcion de un cddigo de colores estipulado
internacionalmente por el Servicio Nacional de la Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA, 2003). Se recomienda que todas las cafierias circulen por fuera del edificio
para facilitar las tareas de inspeccién, mantenimiento y limpieza de las mismas. En caso
de estar instaladas interiormente, deben protegerse con canales impermeables y
presentar una ubicacion adecuada, permitiendo el facil acceso a los techos, paredes y
pisos.

Es imprescindible contar con abastecimiento de agua potable abundante y a presion
adecuada tanto para su uso durante el proceso como para las tareas de limpieza. Es
importante ademas poseer un sistema de agua fria y caliente para las distintas

actividades.
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Es necesario realizar un andlisis microbioldgico del agua cada 15 dias y uno
fisicoquimico cada seis meses a fin de verificar su potabilidad. Otro requisito
importante para mantener la potabilidad del agua es limpiar los tanques de almacenaje
una vez al mes. El vapor que se utilice debe ser generado con agua potable y ser
transportados también por tuberias independientes.

Los establecimientos deben disponer de un sistema eficaz de evacuacion de
efluentes liquidos que debe mantenerse en todo momento en buen estado de
funcionamiento. Para llevar a cabo una adecuada evacuacion, los liquidos deben escurrir
hacia las bocas de los sumideros a fin de evitar la acumulacion en los pisos. El sistema
tiene que presentar un adecuado cierre hidraulico en su encuentro con la red general de
evacuacion y los efluentes deben ser tratados con antisépticos especificos de accién
bactericida aprobados por el SENASA (SENASA, 2003).

En todas las areas de ingreso al local de manipulacién debe haber lavabos con agua
caliente a 45 °C, situados de tal manera que el personal tenga que pasar
obligatoriamente junto a ellos y lave sus manos cada vez que se incorpore al proceso. A
su vez, debe realizarse el lavado de botas con cepillo, detergente y soluciones
desinfectantes. Es importante resaltar, que los lavabos en el area de manipulacién no
deben ser accionados en forma manual sino por medio de pedal o método similar. Este
sector debe estar provisto de jabon y toallas descartables. Asimismo, deben proveerse
suficientes dispositivos de distribucion, asegurarse la eliminacion de materiales

descartables y evitar el uso de toallas de tela.

1.5.2 Etapas de la faena
Las carcasas deben ser presentadas al comercio despojadas de plumas, cabeza,

cuello, tarsos y visceras toraco-abdominales, incluyendo traquea, eséfago, buche,
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pulmones, sacos aéreos, rifiones, intestinos, bazo, bolsa de Fabricio y 6rganos sexuales
(Reglamento Bromatoldgico Nacional, 2005).

El proceso de sacrificio de las aves sintéticamente contempla las siguientes etapas:
recepcion, desplume, evisceracion, lavado, pre-enfriamiento, enfriamiento, empaque,
almacenamiento en frio, despacho y distribucion. Las secuencias de eventos se
representan mediante un diagrama de flujo (Figura 3). El paso inicial es la recepcion de
aves vivas; los animales son retirados de sus jaulas y colgados de sus extremidades en
un transportador aéreo o cadena de sacrificio, provisto de ganchos individuales.
Posteriormente se procede a la insensibilizacion por medio de descarga eléctrica, el
método de aturdimiento mas comun y efectivo (Ricaurte, 2005). A continuacion, las
aves son degolladas para permitir el desangrado. El paso siguiente es el escaldado; las
aves son sumergidas en agua a una temperatura de 59 °C para producir la dilatacion de
los foliculos y facilitar la posterior eliminacion de plumas. Este proceso se realiza
mediante el movimiento de unos dedos de caucho que retiran las plumas de la carcasa y
es favorecido por una corriente de agua que mantiene las ranuras despejadas. Durante el
escaldado, las temperaturas y los tiempos utilizados deben estar regulados
adecuadamente, ya que estas variables pueden influir en la terneza de la carne. Posterior
al escaldado, se efectlia el corte de cabeza, extraccion de traquea, cloaca y corte de
patas. En el sector de evisceracion, se realiza la extraccion de visceras de la cavidad
abdominal de manera manual o semi-automatica y la separacion del higado, molleja
y corazon en forma manual. En este momento, las aves evisceradas pasan a
denominarse canales, las cuales son pre-enfriadas con agua a 36-37 °C. Durante este
proceso, dichas canales reducen la carga microbiana por arrastre. En la etapa siguiente,
las canales pasan a un tanque de enfriamiento con agua clorada entre 0 y 2 °C. De esta

forma, alcanzan una temperatura inferior a 4 °C y absorben una pequefia cantidad de
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agua (hidratacion). Finalmente, las canales son trasladadas al &rea de envasado

(empaque) la cual presenta una temperatura de 8 °C para mantener las condiciones de

frio en la carne.

Recepcion e inspeccion de pollos | Colgado |=—

d— | Escaldado | == | DegolladofDesangrado |
4

Lavado externo de carcasa |—}| Remocion de cabeza y cogote |—}| Remocidn de garras |

'

|Curte de abdomen | -q—| Transferencia automatica a eviscerado |

—-I- |Amndicinnamientﬂ | —=.I-r| Lavado externo € interno de canales |

| Pesado, clasificacion fTroceado, deshuesado,

- | Enfriamiento |

| Envasado |—+| Conservacion en camara fria |—+| Expedicion |

Figura 3. Diagrama de Flujo del procesamiento industrial del pollo desde la faena hasta su
comercializacion (Adaptado y modificado de Feldman, 2000).
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1.6 Microbiologia de la carne de pollo
1.6.1 Carga microbiana

Diversos factores como carga microbiana de las canales, mantenimiento de la
cadena de frio durante la distribucidn, nivel sanitario del establecimiento expendedor,
entre otros, influyen de manera significativa en la calidad microbioldgica de los
alimentos carnicos a base de pollo. Esta constituye en la actualidad el factor
determinante en la eleccién de un alimento por otro por parte de los consumidores.

Por su caracter perecedero, la carne fresca permite el crecimiento de varios
microorganismos, por tal motivo es necesario implementar estrictos programas de
inspeccion para controlar su vida util. La intervencién de distintas fuentes
contaminantes define la composicion de la microbiota de la carne, la cual también
representa la eficacia de medidas higiénicas vinculadas a contrarrestar la difusion y
proliferacion de microorganismos.

La carga microbiana de la carne de pollo esta determinada por la biota del tracto
gastrointestinal de las aves en la granja como también por el manejo realizado antes y
después de la matanza del animal. Durante la cadena productiva, la manipulacion
ejercida por empleados de pollerias o comercios expendedores contribuye a la carga
microbiana y se adiciona a la adquirida en los frigorificos o plantas de procesado. El
tratamiento y manejo de la carne por lo tanto, puede hacer disminuir, mantener o
incrementar el numero de microorganismos presentes en el producto final. De esta
forma, la calidad de la carcasa depende de la condicidn de las aves cuando llegan a la

planta y de su manejo durante el procesamiento (Ricaurte, 2005).

14



1.6.2 Higiene sanitaria previa a la comercializacion

Para cumplir con las buenas préacticas pecuarias conducentes a la correcta
comercializacion de los productos carnicos, es necesario considerar algunos tépicos que
se describen a continuacion.

La microbiota del intestino de las aves estd conformada mayormente por bacterias
entéricas y muchas de ellas son eliminadas con las heces. La adquisicion de las bacterias
intestinales se produce por transmision vertical cuando los microorganismos pasan de la
gallina al huevo, u horizontal cuando pollos sanos ingieren heces de otros animales,
alimento balanceado y/o agua contaminados.

Una vez finalizada la etapa de terminacion en la granja, las camadas de pollos se
recogen, se colocan en jaulas y se transportan hasta el frigorifico para su sacrificio en el
mismo dia. Los procedimientos de captura y transporte se deben realizar causando el
minimo estrés a las aves (ICMSF, 1998). Los animales son llevados al matadero a la
edad de faena (7 semanas). Alli, deben permanecer en condiciones apropiadas de
ventilacion, a fin de evitar la pérdida excesiva de peso vivo y/o minimizar la mortalidad.
Antes del sacrificio los pollos deberian tener entre 8 y 12 horas de ayuno, para
conseguir una adecuada evacuacion del contenido del intestino que podria
potencialmente contaminar la carne durante el procesamiento. Los periodos mas largos
sin alimento (méas de 13 horas de ayuno) son perjudiciales debido a que el intestino
pierde su mucosa y se torna mas fragil, haciéendolo susceptible a ruptura durante la
evisceracion (Ricaurte, 2005).

En los establecimientos avicolas es necesario diferenciar entre limpieza e higiene,
asi como considerar la importancia de su significado a través de todo el proceso de
faena y acondicionamiento. El término “limpieza” se refiere a la eliminacion de tierra,

residuo de alimentos, polvo, grasa u otra materia objetable. Por su parte, la “higiene” se
15



logra a través del cumplimiento de todas las medidas necesarias para garantizar la

inocuidad y salubridad de los pollos.

1.7 Enfermedades de transmision alimentaria

Cada afio, 600 millones de personas (casi una de cada 10 personas) sufren
intoxicaciones alimentarias en el mundo y 420.000 fallecen por esta causa (OMS,
2020). La intensificacion de los sistemas productivos y los manejos deficientes respecto
a las medidas de higiene aplicadas durante la obtencién de los alimentos, es en gran
parte responsable de este evento. En este sentido, la avicultura en la Argentina a través
de los afios, se ha desarrollado paralelamente a su industrializacién en el resto del
mundo. Esta situacion ha traido mayores riesgos de contraer enfermedades de origen
alimentario a través del consumo de huevos, carne y subproductos de aves.

La adopcion de estrategias preventivas durante la cadena de produccion, es
fundamental para lograr producir alimentos de calidad y constituye un factor clave en la
sanidad alimentaria. Para garantizar la inocuidad de los alimentos, se establecen
medidas de prevencién y monitoreo basadas en los Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (APPCC). Este proceso sistematico se programa en todas las etapas
de la industria alimentaria y especialmente en la formulacién de recomendaciones
especificas para grupos de riesgo elevado. Estos principios, establecen una base para
asegurar la idoneidad de los alimentos y deben aplicarse de acuerdo a cada codigo
especifico, para cada una de las etapas de elaboracion del alimento (granjas, plantas de
procesamiento, almacenamiento, distribucion, etc). Las normas se asientan en los
criterios de inocuidad recomendados por el Codex Alimentarius, la Organizacion
Internacional de Epizootias (OIE) y la legislacion vigente. Los consumidores, eslabon

ultimo de la cadena agroalimentaria, deben exigir por lo tanto, la obtencion de alimentos
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seguros que cumplan con las buenas practicas de manufactura (BPM).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son una de las mayores causas
de carga econdmica y problemas para la salud publica a escala global. Estas son
provocadas por el consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos o
parésitos o por las sustancias toxicas que estos producen. El Sistema de Vigilancia
Epidemiologica de Enfermedades Transmitidas por Alimentos, indica que
aproximadamente el 40 % de los brotes de ETA en Argentina, ocurren en el hogar como
consecuencia de condiciones de higiene deficientes durante la preparacion y
manipulacion (ANMAT, 2019). Por lo tanto, la responsabilidad del consumidor
constituye un factor clave para prevenir su desarrollo.

A lo largo de la cadena alimentaria, desde la produccion hasta su consumo, los
alimentos de origen animal pueden ser contaminados con microorganismos patdgenos,
pudiendo causar enfermedades en los consumidores. Muchos de estos estan presentes en
las aves vivas y pueden permanecer en la carne cruda luego del sacrificio. La
sobrevivencia y multiplicacion en el producto final puede tener lugar si las condiciones
higiénicas y de almacenamiento a bajas temperaturas son inadecuadas e
insuficientes (Roberts, 1990). La presencia de microorganismos responsables de
toxiinfecciones alimentarias puede resultar imperceptible, debido a que los aspectos
organolépticos de la comida como color y sabor generalmente no son alterados. En este
contexto, dentro de las bacterias relevantes causante de ETA se encuentra Listeria
monocytogenes. Esta puede contaminar la carne de pollo y ocasionar consecuencias en
la salud humana produciendo listeriosis, una de las principales y mas importantes

enfermedades alimentarias a nivel mundial (OMS, 2018).
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CAPITULO I: L. MONOCYTOGENES COMO POTENCIAL PATOGENO

EMERGENTE DE TRANSMISION ALIMENTARIA

1. Generalidades de la Listeriosis

1.1 Riesgo alimentario y epidemiologia del agente patdgeno

L. monocytogenes se manifestd como patdgeno emergente en los alimentos en la
década de los 80 en Canada, U.S.A 'y Europa. El primer caso de listeriosis se documentd
en 1981 en Nueva Escocia (Canada) a causa del consumo de coles contaminadas con
heces de oveja. Posteriormente, la listeriosis surgié como consecuencia principal de
cambios en los habitos de la poblacidn. Estos cambios se basaron en la preferencia hacia
los alimentos listos para el consumo (LPC), al uso extensivo de la refrigeracion y a las
nuevas transformaciones generadas en los sectores de produccion, procesamiento y
distribucion de los alimentos (Sanchez Hernandez, 2016).

La toxiinfeccion alimentaria por L. monocytogenes constituye una problematica
importante en la salud. Esta es ocasionada por la incorporacion de la bacteria a lo largo
de la cadena productiva y/o por la contaminacion cruzada en sus eslabones antes del
consumo (Todd & Notermans, 2011). La preocupacién a través de los afios ha ido
aumentando mundialmente en productores de alimentos, consumidores y autoridades
sanitarias. Los investigadores y las jurisdicciones de salud han llegado a la conclusion
que no es posible su completa eliminacion a nivel de las plantas procesadoras de
alimentos y por lo tanto deben extremarse las medidas para su control tanto a nivel
industrial y comercial como también en el hogar (Thimothe et al., 2004).

L. monocytogenes ha sido aislada en numerosos alimentos tanto procesados como sin
procesar, incluyendo productos carnicos y avicolas, vegetales, frutas, leche y sus

derivados (manteca y quesos blandos), helados, salchichas, embutidos fermentados, paté,
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ensaladas, pescado ahumado, mariscos, entre otros. Los alimentos se pueden contaminar
en cualquier eslabon de la cadena productiva y el patégeno puede crecer durante el
almacenamiento en frio.

A pesar de encontrarse con frecuencia en alimentos crudos, los casos de listeriosis
humana generalmente se relacionan con aquellos listos para el consumo, que se
conservan refrigerados por un periodo prolongado de tiempo o que son contaminados
post procesamiento térmico (FAO, 2000). Si bien el numero de células bacterianas que
deben ingerirse para que se presente una infeccién alimentaria no esta claramente
definido, se ha establecido que un valor de menos de 100 UFC/g no deberia presentar
riesgo alguno (Mortarjemi, 2002).

L. monocytogenes puede presentar inconvenientes en la industria lactea donde
algunos derivados se fabrican con leche no pasteurizada. Tal es el caso de paises como
Francia y Suiza donde se permite la elaboracién y comercializacion de estos productos.
En este sentido, los quesos de pasta blanda madurados por mohos como el tipo
Camembert, han sido asociados con frecuencia a casos de listeriosis por el crecimiento y
aumento de poblacion del patogeno (Bell & Kyriakides, 1998; Sanaa et al., 2004).

La listeriosis de origen alimentario se presenta en casos esporadicos, aunque
también se puede manifestar como brotes, afectando a un gran numero de personas.
Pese a esto, su notificacion no es de caracter obligatorio. En comparacion con otras
ETA mas comunes como la salmonelosis, la shigelosis o el Sindrome Urémico
Hemolitico (causado por Escherichia coli verotoxigénica) posee una baja frecuencia de
infeccion. Sin embargo, provoca una alta tasa de hospitalizacion (91 %) entre los
afectados y una elevada tasa de mortalidad, que puede variar entre un 20 y 30 %

(Hulchison et al., 2004; Steele & Odemeru, 2004; Vera et al., 2013).

20



En la actualidad, el nimero de casos de listeriosis ha aumentado considerablemente
y se estima que la frecuencia en los paises desarrollados se encuentra en un rango de 2 a
15 casos por mill6n de habitantes. En el 2015, se inform6 un brote de listeriosis invasiva
asociado al consumo de vegetales congelados procedentes de Hungria. Los paises
afectados fueron Austria, Dinamarca, Finlandia, Suecia y el Reino Unido. Se reportaron
47 casos y 9 muertes (EFSA, 2018). Por este motivo, en Argentina la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) ordend el retiro
preventivo de 128 lotes de productos congelados a base de maiz y otros vegetales
elaborados con materias primas que habrian sido importados al pais procedentes de
Hungria (ANMAT, 2018).

En U.S.A. se registraron diversos casos en alimentos que generalmente no eran
vinculados a la bacteria. En el afio 2011 se registr6 un brote en melones con 147 afectados
y 34 muertes incluyendo un aborto. Por su parte en el 2014, se produjeron sucesivos
episodios de listeriosis por distintos alimentos: brotes de soja (2 muertos), frutas con
huesos y manzanas caramelizadas (7 muertes y 35 afectados) y helados (2 muertes)
(Buchanan et al., 2017). El brote mas severo a nivel mundial de listeriosis fue registrado
en la Republica de Sudafrica con 180 muertes y 948 casos probados a partir de la ingesta
de productos carnicos listos para consumo, del tipo mortadela, salchichas tipo viena,
jamon cocido y otros fiambres, con una tasa de mortalidad del 27 % en los casos
estudiados (OMS, 2018).

Dentro de la poblacion, las personas inmunodeprimidas constituyen el grupo mas
sensibles a contraer listeriosis alimentaria. En las mujeres embarazadas, la enfermedad
puede provocar abortos espontaneos, nacimientos prematuros y mortinatalidad. Por su
parte, los pacientes oncoldgicos, transplantados o con SIDA son considerados de alto

riesgo al igual que los adultos de avanzada edad (Rodriguez Auad, 2018).
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La listeriosis se manifiesta de dos formas: invasiva y no invasiva. El cuadro invasivo
se presenta con infeccion sistémica, septicemia, meningitis y encefalitis con un periodo
de incubacion generalmente entre 20 y 30 dias (Riedo et al., 1994). Por otro lado, en
personas que no pertenecen a los grupos de riesgo o que estan sometidas a tratamientos
frecuentes con antidcidos, una infeccion elevada de L. monocytogenes causa
gastroenteritis febriles leves similares a una gripe. En estos casos, la listeriosis se
manifiesta como una patologia no invasiva. Los sintomas febriles también se presentan
en mujeres embarazadas que contraen la enfermedad (Rossi et al., 2008).

Segun estudios realizados en animales, el tiempo de incubacion en la listeriosis no
invasiva puede ser similar a la manifestacion invasiva (Vazquez Boland et al., 1996).
También puede variar de 1 a 4 semanas después del nacimiento en bebés infectados al
momento de nacer (Graham et al., 2002) o incluso extenderse de 3 a 70 dias en personas
adultas. Los sintomas gastrointestinales como nauseas, vomito y diarrea, pueden preceder
a formas maés serias de listeriosis y presentarse entre las 9 y 48 horas luego de la infeccion.
Esta variabilidad en el periodo de incubacion, es uno de los desafios méas grandes que
presenta la listeriosis para la salud publica. Dicha caracteristica hace muy dificil realizar
la encuesta epidemioldgica y la toma de muestras de alimentos para evaluar el posible

origen de esta ETA.

1.2 Caracteristicas fenotipicas del género Listeria y de la especie L. monocytogenes
Listeria se clasifica taxonémicamente dentro de la Clase Bacilli, Orden Bacillales,
Familia Listeriaceae. ElI género comprende bacilos Gram positivos solitarios o
formadores de cadenas cortas, no productores de esporas e incluye a las especies L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi y L. murrayi,

como también las identificadas en el afio 2009; L. marthii y L. rocourtiae. (Graves et al.,

22



2010; Leclercq et al., 2010). De las mencionadas, L. monocytogenes es potencialmente
patdgena para el hombre y animales y L. ivanovii sélo lo es para bovinos y rumiantes
pequefios, aunque se han descrito algunos casos esporadicos de aislamientos causantes de
gastroenteritis y septicemia en el humano (Guillet et al., 2010; Orsi et al., 2011).

L. monocytogenes fue descubierta por los microbiélogos Murray, Webb y Swann
(Murray et al., 1926) cuando estudiaban una epizootia que afectaba a cobayos y conejos
de su laboratorio en la Universidad de Cambridge. Esta enfermedad se caracterizaba por
la presencia de lesiones necroticas en higado y manifestaba leucocitosis mononuclear
(monocitosis). Al afio siguiente, Pirie (1927) aisl6 el mismo agente etioldgico durante
sus estudios en el sur de Africa a partir de focos necréticos en gerbos, bautizando a la
bacteria como Listerella hepatolytica. Posteriormente en 1957 el taxénomo Heinz
Seeliger le otorg6 su nombre actual en honor al cirujano Joseph Lister (Sanchez
Hernandez, 2016).

L. monocytogenes es una bacteria anaerobia facultativa y psicrétrofa que presenta
movilidad por la presencia de flagelos, siendo inmdvil a 37 °C. Se desarrolla en un amplio
rango de pH entre 4,6 y 9,2 (ICMSF, 1998), aunque puede tolerar un pH de 3,5
después de una fase de adaptacion a un pH de 5,5 (O Driscoll et al., 1996). Este
microorganismo, posee una gran capacidad de termorresistencia que le permite
adaptarse y proliferar a temperaturas de refrigeracion y resistir las altas temperaturas.
Los parametros de crecimiento oscilan entre -0,1 y 45 °C, con un optimo entre los 30 y
37 °C. Se ha establecido que es 4 veces mas resistente que Salmonella a las
temperaturas elevadas, presentando un punto de muerte térmica de 10 minutos a 58 °C.
También se destaca que puede sobrevivir durante varias semanas a -18 °C en

diferentes sustratos alimentarios (ICMSF, 1996).
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1.3 Ecologia de L. monocytogenes: reservorios, distribucion y transmision

L. monocytogenes se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y esta
extensamente adaptada a distintos entornos colonizando tanto ambientes terrestres como
acuicolas. El reservorio natural del patogeno es el suelo, pero se considera habitante
natural del intestino de mamiferos, incluyendo animales silvestres y domésticos como
rumiantes, aves y algunas especies de peces (Vivant et al.,, 2013; McMullen &
Freitag, 2015). En el hombre, la bacteria puede ser un residente intestinal temporal ya
que entre el 5 % y 10 % de la poblaciébn en algin momento es portadora
asintomética (Martinez Galéan et al., 2016).

La diseminacion de la bacteria a través de salpicaduras de barro y materia fecal puede
generar diversos reservorios secundarios incluyendo plantas, pienso, aguas residuales,
camas para crianza de aves, bebederos, entre otros. El patdgeno no forma endosporas, sin
embargo, es capaz de sobrevivir por largos periodos de tiempo en el ambiente teniendo
la habilidad para colonizar y crecer en un amplio rango de nichos ecoldgicos. Este
caracter ubicuo se correlaciona con la presencia de 331 genes que codifican para
diferentes proteinas de transporte (Torres et al., 2005).

L. monocytogenes presenta vida sapréfita (Freitag et al., 2009), por lo que sobrevive
y crece en materiales organicos de origen vegetal y animal en estado de descomposicion.
Esto indica que debe procederse al adecuado compostaje de estos residuos si se desea
utilizarlos como abono de cultivos, procurando alcanzar la etapa termofila en el proceso
para eliminar los potenciales patdgenos. Por otro lado, durante la elaboracién de silaje,
las técnicas inadecuadas empleadas en la etapa de compactacién, pueden incorporar la
bacteria junto al material a ensilar a través del suelo. Del mismo modo, diversas
condiciones como el exceso de humedad y el aumento de pH, conducen a la obtencion de

un silaje mal conservado, lo cual favorece el desarrollo de L. monocytogenes. El forraje
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en este caso, actia como fuente de inoculo y reservorio del microorganismo, pudiendo
provocar brotes de infeccidn en rumiantes si es consumido por el ganado (Garcia et al.,
2016).

La presencia de L. monocytogenes también se ha constatado en hongos comestibles,
especificamente durante la produccién de Agaricus bisporus (champifion) (Pennone et
al., 2018). La bacteria puede sobrevivir en el sustrato de cultivo, contaminando
posteriormente los productos de cosecha. Por este motivo se recomienda la pasteurizacion
del sustrato previa inoculacion con las esporas y un tratamiento térmico efectivo de las
setas.

En las plantas de alimentos, L. monocytogenes puede encontrarse en numerosos sitios,
incluyendo: pisos, agua estancada, desagles, equipos de procesamiento, cintas
transportadoras, ropa de operarios, utensilios, camaras de frio, tineles de congelacion,
entre otros (Rocourt & Cossart, 1997;Codex Alimentarius, 2007; Schobitz et al., 2009).
La alta humedad y los restos de nutrientes favorecen el crecimiento y la persistencia de
la bacteria en el entorno, estableciendo un potencial riesgo de contaminacion cruzada
hacia los productos de elaboracion primaria. En la produccion lactea, L. monocytogenes
puede resultar problematica debido al estado higiénico deficiente en los equipos de
ordefie. De esta forma, durante las operaciones, las ubres mal aseadas se transforman en
fuentes de indculo para la leche y sus derivados (Muhterem Uyar et al., 2018; Castro et
al., 2018). Ademas, este microorganismo se ha detectado como agente causante de
mastitis bovina subclinica; si bien en estos animales no se distinguen sintomas y/o signos
visibles de enfermedad, actuarian como portadores dificultando el control sanitario

(Schobitz et al., 2001).
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1.4 Virulenciay toxicidad alimentaria

A pesar de que por el momento la industria y los gobiernos deben tratar a todos los
aislamientos de L. monocytogenes como potencialmente patdgenos, la bacteria presenta
variacion en el grado de patogénesis dentro de la misma especie. Este concepto ha
conducido actualmente a considerar que no todas las cepas son igual de nocivas; gran
parte se presentan como naturalmente virulentas y capaces de producir alta mortalidad,
mientras que otras se categorizan como hipovirulentas o directamente avirulentas e
incapaces de establecer una infeccion dentro del hospedero (Olier et al., 2002). La
diversidad en la capacidad de patogénesis puede explicarse debido a la presencia de
polimorfismos en las secuencias nucleotidicas de los genes de virulencia, producidos por
mutaciones puntuales y/o deleciones (Roche et al., 2005; Témoin et al., 2008; Velge &
Roche, 2010). Esto coincide en parte, con el bajo nimero de casos registrados pese a la
frecuente exposicion de los alimentos con el patogeno.

La capacidad para producir listeriosis esta determinada por factores tanto intrinsecos
como extrinsecos. Estos interactlan entre si y establecen la susceptibilidad del huésped a
presentar un cuadro infeccioso. Los aspectos epigenéticos regulan la expresion de
determinados genes y se vinculan con el grado de virulencia de L. monocytogenes.
Experimentos realizados sobre modelos animales, han constatado que en situaciones de
estrés, se inducen cambios en la patogénesis de ciertas cepas (Jacquet et al., 2002). Por
otro lado, las condiciones ambientales extremas (temperatura elevada, falta de nutrientes,
estrés oxidativo, pH &cido) pueden inducir mecanismos de adaptacién en la célula
bacteriana que resultan favorables posteriormente durante la infeccion intracelular

(Boerlin & Piffaretti 1991; Navas Fernandez et al., 2006).
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1.5 Patogénesis

L. monocytogenes actla como un patdgeno intracelular, por lo tanto evita el
mecanismo de defensa del huésped mediado por anticuerpos. La bacteria adquiere esta
capacidad induciendo su propia fagocitosis y diseminandose célula a célula, sin ser
detectada por el sistema inmune humoral (Cossart et al., 2003).

El patdgeno es capaz de atravesar tres barreras fisiologicas presentes en los seres
humanos: intestinal, hemato-encefalica y placentaria. Debido a que la ingestion de
alimentos contaminados constituye la principal via de entrada en el hospedero, en el tracto
gastrointestinal, L. monocytogenes debe soportar inicialmente el ambiente acido del
estdbmago. Se ha evidenciado que bajo estas condiciones se activan al menos 13 proteinas
de estrés oxidativo y 14 de “shock” téxico (Vazquez Boland et al., 2001). Posteriormente,
la bacteria es absorbida desde el lumen intestinal atravesando las células epiteliales. Si el
sistema inmune innato no ejerce un eficiente control, L. monocytogenes puede
multiplicarse e infectar los ganglios linfaticos. El ingreso en el torrente sanguineo, le
permite alcanzar diferentes tejidos como el higado y el bazo, donde puede replicarse en
el interior de los macrofagos. La sobrevivencia del hospedero depende aqui del desarrollo
de una efectiva respuesta inmune adaptativa. De otro modo, la bacteria puede ingresar
nuevamente al torrente sanguineo y alcanzar el cerebro o la placenta, causando

infecciones sistémicas potencialmente letales (Camejo et al., 2011).

1.6 Invasion de L. monocytogenes

El proceso de infeccion comprende una serie de etapas que permiten la entrada del
patdgeno en la célula hospedera y favorecen la proliferacion de L. monocytogenes hacia

las células vecinas.
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En cada paso participan multiples factores patogénicos o proteinas claves
codificados por distintos genes de virulencia (Témoin et al., 2008; Chen et al., 2009;

Naik et al., 2017).

a. Adhesion a la célula hospedera

La célula bacteriana se adhiere a los enterocitos penetrando la pared intestinal y una
vez en el interior de la célula hospedera queda dentro de un fagosoma (vacuola
fagocitica). El proceso es mediado por la interaccion patdgeno-huésped a través de la
Internalina A (proteina de superficie) del patdgeno, con su receptor E-caderina
(glicoproteina transmembrana) del huésped. Esta asociacion es especifica y se basa en la
presencia del aminoacido prolina en el residuo 16 de la molécula de E-caderina. En Mus
musculus (raton), la sustitucion por acido glutamico en esa posicion, determina que no se
produzca invasion intestinal. L. monocytogenes también produce Internalina B que se une
a receptores de distintos tejidos. En el caso del higado, el receptor para el factor de
crecimiento del hepatocito (receptor Met), actla en la interaccion con esta proteina de

superficie y le permiten al microorganismo invadir la célula eucariota.

b. Lisis de la vacuola fagocitica y escape

La vacuola fagocitica es rapidamente lisada por la hemolisina o listeriolisina O (LLO)
y dos fosfolipasas C que hidrolizan al fosfatidilinositol y a la fosfatidilcolina. La proteina
LLO es una toxina dependiente de colesterol y capaz de formar poros en la membrana de
los fagosomas. Este mecanismo permite a L. monocytogenes escapar de la vacuola

primaria.
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c. Desarrollo intracelular

Una vez libre en el citosol, L. monocytogenes pone en marcha la activacion génica
con el fin de adquirir los nutrientes necesarios y posibilitar la multiplicacion intracelular.
Dentro de los genes que se expresan se incluye al gen hpt. Este codifica para un
transportador de hexosa 6-fosfato bacteriano que permite captar de la célula huésped las

fuentes de carbono.

d. Dindmica dentro de la célula hospedera

Posterior a su replicacion, L. monocytogenes utiliza los componentes estructurales y
enzimaticos del citoesqueleto de la célula huésped para trasladarse en el interior de la
misma. El movimiento intracelular es consecuencia de la polimerizacion de filamentos
de actina en uno de los polos de la bacteria. Este proceso es dirigido por una proteina de
superficie denominada ActA vy resulta en el desplazamiento del patégeno hacia la

membrana plasmatica de la célula huésped.

e. Lisis de la vacuola de doble membrana y propagacién a células vecinas

Una vez que el patdgeno alcanza la membrana plasmatica del huésped, se forma una
protuberancia denominada listeriépodo. De esta forma, la bacteria queda rodeada de una
doble membrana (vacuola) induciendo la fagocitosis de la célula adyacente.
Posteriormente, las enzimas responsables del proceso de lisis (fosfolipasas y LLO)
intervienen nuevamente y liberan a la bacteria dentro de la célula (Gedde et al., 2000;

Cossart et al., 2003; Roche et al., 2005; Liu et al., 2007; Chen et al., 2009).

1.7 Serotipos dentro de la especie L. monocytogenes

La especie L. monocytogenes presenta antigenos somaticos (O) y flagelares (H), los
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cuales pueden ser reconocidos mediante técnicas de aglutinacion que emplean antisueros
mono Yy polivalentes. De esta manera, se distinguen distintas cepas que pueden ser
clasificadas en 12 serotipos: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d y 4e. Se
establece que todos estos serotipos deben considerarse peligrosos, aungue solamente tres
de ellos (1/2a, 1/2b y 4b) fueron implicados en el 90 % de los casos de listeriosis en
humanos. Particularmente, el serotipo 4b ha sido responsable de la mayoria de los brotes,
destacandose la variante 4bv de este como potencialmente patégena (Vazquez Boland et
al., 2001; Buchrieser et al., 2007; Velge & Roche, 2010). La serotificacion también
puede realizarse con técnicas moleculares que emplean genes marcadores especificos
(Callejo et al., 2008).

Los estudios filogenéticos y de subtipificacion establecen que los serotipos forman
una poblacién estructurada y pueden separarse en tres grupos genéticos divergentes
denominados linajes. Estos abarcan serotipos estrechamente relacionados con un origen

evolutivo comdn (Ward et al., 2008; Orsi et al., 2011):

Linaje I: Incluye los serotipos 1/2b, 4b, 3b, 4d y 4e. Este linaje esté vinculado a epidemias
de origen alimentario en humanos y a casos esporadicos en animales.

Linaje I1: Incluye a los serotipos 1/2a, 3a, 1/2c y 3c. Se relaciona a muestras ambientales,
alimentos y animales.

Linaje I11: Abarca a los serotipos 4a y 4c. Principalmente asociado con animales.

1.8 Legislacion y vigilancia epidemiologica
En Argentina, las enfermedades infecciosas son documentadas por la Administracion
Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos G. Malbran”. Este

organismo asesora a la Red Nacional de Laboratorios Clinicos dependientes del
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Ministerio de Salud y es el laboratorio Nacional de Referencia (LNR).

Si bien la listeriosis no constituye una patologia de notificacion obligatoria, presenta
vigilancia epidemioldgica en las secciones: 1- Infecciones Bacterianas Gastrointestinales
y ETAy 2- Infecciones Bacterianas del Sistema Nervioso Central (SNC), Respiratorias y
Sistémicas (Michanie, 2004; ANMAT, 2018). En la actualidad, Argentina no registra
brotes asociados a alimentos contaminados, sin embargo, el LNR documentd 310 casos
de listeriosis invasiva desde el afio 1985. Estos correspondieron a cuadros de sepsis y
meningitis desconociendo la incidencia del patdgeno en abortos espontaneos. A pesar de
los registros, las falencias en la deteccion temprana de los brotes y la no notificacion de
casos esporadicos, imposibilitan conocer el verdadero impacto de esta ETA en la salud
publica de nuestro pais (Signorini et al., 2017).

Los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios y las normas
higiénico-sanitarias, bromatoldgicas y de calidad, se fundamentan en el Cdédigo
Alimentario Argentino (CAA) y estan reglamentados por el Decreto 2126/71 (Ley
18.284). EI SENASA constituye el organismo de control y establece la investigacién de
L. monocytogenes solo en productos cocidos y/o procesados. En este aspecto, las
condiciones de aceptacion de alimentos estan indicadas exclusivamente para salazones,
salchichas tipo Viena, chacinados, quesos y carne de ave y crustaceos cocidos.
Concretamente, el Capitulo VI de Productos Carneos y Afines y el Capitulo VIII de
Productos Lacteos del CAA, determinan la ausencia de L. monocytogenes en 25 gramos
para alimentos a base de carne y para quesos de mediana y alta humedad, incluyendo al
queso mozzarella (CAA, 2018; Isequilla, 2018).

En paises como U.S.A,, el criterio microbioldgico se aplica para alimentos primarios
y procesados, exigiendo la ausencia de L. monocytogenes en 25 gramos. En tanto, la
Union Europea (UE) admite hasta 100 UFC/g en alimentos listos para el consumo que

no sean destinados a lactantes o usos médicos especiales (Codex Alimentarius, 2007).
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1.9 Medidas de control y prevencién sanitaria en la cadena productiva de alimentos

La posible presencia de L. monocytogenes en alimentos crudos y procesados refuerza
la necesidad de establecer barreras que minimicen su ingreso ya sea en los sectores
industriales como en los lugares de consumo. Las técnicas sanitarias aplicadas durante el
sacrificio de los animales junto con el conocimiento de parametros fisicos y quimicos que
limitan el desarrollo de la bacteria, son fundamentales para prevenir focos de
contaminacion y riesgos de padecer una ETA. En este sentido, los APPCC deberian ser
parte esencial en las distintas etapas de la cadena alimentaria (produccién, manejo y
preparacion de alimentos) (Cervantes, 2002; Figueroa Lépez et al., 2019). Asi también,
el control preciso y continuo sobre edificaciones, equipos, personal y materias primas,
es necesario para garantizar la calidad microbioldgica del alimento y reducir
potenciales pérdidas econdmicas durante el proceso productivo (Cervantes, 2005).

En las industrias alimentarias, existen estrategias de control tendientes a disminuir o
evitar la presencia de L. monocytogenes en los alimentos. Entre estas medidas se

incluyen:

e Realizar préacticas operativas adecuadas con procedimientos eficaces de limpieza
y desinfeccion que garanticen la inocuidad ambiental

e Prevenir la contaminacién cruzada tanto en el despiece (faena y evisceracidn)
como en el procesado y la venta

e Establecer sectores separados en plantas de procesamiento, para aislar

completamente productos tratados de crudos

e Instaurar el uso de indumentaria apropiada y efectuar un riguroso control del

uniforme y calzado del personal

e Exigir un frecuente lavado de manos
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e Reducir el transito de personas que ingresan al lugar donde se procesan
alimentos

e Modificar las practicas de los operarios cuando sea necesario

e Establecer un programa intensivo de muestreo con el fin de evitar la propagacion
de la bacteria en los alimentos

e Mejorar el disefio de los equipos para impedir que se formen nichos favorables
al crecimiento bacteriano

e Ejercer controles eficaces de tiempoy temperatura durante la distribucion y
almacenamiento

e Determinar un tiempo razonable de vida Gtil para alimentos que presenten mayor
riesgo de contaminacion

e Mantener la cadena de frio durante el transporte de los alimentos crudos y
procesados

e Implementar tratamientos tras el envasado que permitan inactivar o retrasar el

desarrollo de la bacteria

Por otro lado, debido a que gran parte de las ETA se manifiestan en el altimo
eslabon de la cadena alimentaria, es recomendable que los consumidores sigan buenas
practicas de manipulacion e higiene en la preparacion de los alimentos. Estas practicas

incluyen:

e Limpiarse de las manos antes de manipular cualquier alimento
e Desinfectar de las superficies, utensilios y tablas para cortar

e Cocinar completamente los productos animales y sus derivados (alcanzar

temperaturas internas de 70 y 85 °C en carnes rojas y de ave respectivamente)
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o Refrigerar de forma inmediata los alimentos crudos y los excedentes ya
cocinados con temperaturas cercanas o inferiores a 5 °C

e Prevenir la contaminacion cruzada

e Lavar eficazmente con agua corriente y potable las frutas y hortalizas que vayan
a consumirse crudas

e Mantener la cadena de frio durante el transporte de alimentos de riesgo

e Descongelar los alimentos en la parte baja del refrigerador o con artefactos
adecuados que lo hagan en forma réapida y segura (microondas)

e Prevenir el consumo de alimentos de riesgo en los grupos mas susceptibles

(personas inmunodeprimidas)

1.10 Problematica en la erradicacion de L. monocytogenes en la industria
alimentaria
1.10.1 Ineficiencia de agentes desinfectantes

La inmediacion a centros urbanos o zonas agricolas aumenta la posibilidad de
introduccidn de L. monocytogenes en los lugares donde se manipulan alimentos, debido
a contaminacién por masas de aguas, estiércol, suelo o material vegetal en
descomposicion (Muhterem Uyar et al., 2018).

Entre los diversos productos quimicos que se utilizan para higienizar superficies, se
incluyen: acido peracético, yodo, peroxidos, compuestos clorados, desinfectactantes de
amonio cuaternario, entre otros. En ocasiones estos no garantizan la eliminacion
completa de la bacteria y pueden perder efectividad debido a la inactivacion de sus
componentes bactericidas. Tal es el caso de agentes clorados que son inactivados en la

presencia de materia organica.
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La accion de los higienizantes se dificulta también en superficies que permiten la
formacion de biopeliculas o “biofilm” favorecidos por la acumulacion de restos organicos
(Lunden, 2004). Estos nichos dentro del ambiente de la cadena productiva, promueven
la multiplicacién y establecimiento de L. monocytogenes, lo que determina su
prevalencia en las industrias y plantas de procesamiento. Durante las operaciones
regulares de limpieza, dichos sitios pueden ser dificiles de encontrar y
consecuentemente de limpiar, convirtiéndose en reservorios del patdgeno desde donde
se contaminan los alimentos (Michanie, 2004).

Los sanitizantes de amplio espectro antimicrobiano aplicados frecuentemente en
superficies, son poco efectivos contra L. monocytogenes. Por este motivo, se han
estudiado productos que puedan tener una mayor especificidad frente al control de
patogenos alimentarios, como los aceites esenciales o el acido hipocloroso (De Ancos

et al., 2006; Stones, 2009).

1.10.2 Formacion de biofilm

Los biofilm son microcolonias constituidas por microorganismos inmersos en una
matriz de exopolisacaridos. Esta matriz es secretada por las mismas bacterias y se
encuentra firmemente anclada a la superficie sobre la cual se forma. Los biofilm
representan un sistema muy eficaz de proteccion para las especies de Listeria spp. frente
a condiciones ambientales adversas, como variaciones de temperatura y especialmente
contra productos higienizantes. La resistencia a la accién de agentes antimicrobianos se
debe a que un alto porcentaje de la poblacion bacteriana se encuentra en la fase de
desarrollo estacionario. Esto implica que la tasa de crecimiento en el interior del biofilm
sea lenta y requiera de una baja disponibilidad de nutrientes en comparacion a la fase

exponencial (Kiepek Pearson & Karatan, 2005).
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El tipo de superficie donde se establece el biofilm influye en la intensidad de
adherencia al material y determina su resistencia frente a la accion mecéanica. Se ha
demostrado que al emplear productos higienizantes a base de cloro o yodo, las
biopeliculas de L. monocytogenes desarrolladas en goma o polietileno resultan mas
dificiles de eliminar que aquellas establecidas en acero inoxidable (Jeyasekaran &
Karunasagar, 2000). Ademas, los biofilm formados en este ultimo material, aunque sean
maés faciles de eliminar, poseen mayor espesor en comparacion a los formados sobre
superficies de teflon (Pan et al., 2006). Estos factores deben ser considerados para
prevenir puntos de contaminacién potenciales dentro de los lugares de procesado de los
alimentos. En este aspecto, es fundamental el disefio de los equipos y/o su ubicacion en
la linea productiva. Estd comprobado que el uso de desinfectantes se dificulta en los
sistemas cerrados del tipo "cleaning in place"(CIP) en comparacion a los sistemas

abiertos, donde es posible el cepillado y la limpieza de las unidades (Michanie, 2004).

1.11 Problemaética de control en la salud publica
1.11.1 Resistencia a los antibioticos

La mayoria de aislamientos de L. monocytogenes presentan sensibilidad a un amplio
rango de antibi6ticos cominmente utilizados en los tratamientos contra infecciones de
Gram positivas, incluyendo: penicilina, ampicilina, gentamicina, tetraciclinas,
rifampicina, cotrimoxazol (trimetoprima y sulfametoxazol) y vancomicina. Estos
antibidticos se comportan como bacteriostaticos, aunque se ha observado actividad
bactericida en vancomicina, cotrimoxazol y naturalmente en aminoglucésidos como la
gentamicina (Villalobos & Martinez, 2006; Urbano Caceres et al., 2017).

Por otro lado, existen antibidticos que no son recomendables para su empleo como

agentes terapéuticos. Tal es el caso del acido nalidixico, la ciprofloxacina, macrolidos,
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y los derivados de B-lactdmicos como las cefalosporinas actuales, que presentan baja
actividad contra L. monocytogenes. Ademas, se ha informado que varias cepas del
patdgeno tienen resistencia a la fosfomicina (Torres et al., 2005; Vega & Mercado,
2013).

En determinados aislamientos procedentes de infecciones clinicas y alimentos se
han obtenido cepas con resistencia a eritromicina y a cloranfenicol. Asimismo, a pesar
del buen comportamiento de los B-lactamicos en la listeriosis, se informaron casos en
los cuales el empleo de penicilina y ampicilina no logra un adecuado control clinico del
patdgeno. La rifampicina, por su parte, aunque posee una actividad “in vitro” efectiva,
puede seleccionar cepas resistentes con facilidad durante tratamientos prolongados. La
resistencia a los antibiéticos generalmente esta asociada a plasmidos, sin embargo puede
estar codificada por el ADN cromosémico como en el caso de algunas tetraciclinas

(Villalobos & Martinez, 2006; Moreno Cérdova & Mercado Martinez, 2014).

1.12 Tratamientos de inactivacion de L. monocytogenes en alimentos
1.12.1 Métodos fisicos

Los tratamientos térmicos resultan ser los mas practicos y efectivos para eliminar L.
monocytogenes de los alimentos. Las industrias alimentarias utilizan la pasteurizacién
(63°C durante 30 minutos o 71,7 °C durante unos 15 segundos), la cual garantiza la
destruccion del patdgeno en alimentos que posteriormente deben ser refrigerados, y la
esterilizacion (120 °C durante 4 minutos), eficaz en alimentos como leche, zumos de
frutas y concentrados que pueden ser almacenados prescindiendo de la refrigeracion
(Elika, 2013).

En la industria pesquera, el crecimiento de esta bacteria en condiciones de

refrigeracion, ha incentivado el empleo de agua electrolizada acida y agua electrolizada
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neutra como tratamientos desinfectantes de filetes frescos en combinacidn con procesos
térmicos leves. En este caso se han obteniendo mejores resultados con el agua
electrolizada neutra al no perjudicar la calidad proteica de los productos de mar
(Ovissipour et al., 2018).

En ciertos alimentos frescos y en superficies inertes, la utilizacion de didxido de
cloro (ClO2) es una tecnologia efectiva. Este método basa su efecto antimicrobiano en el
poder altamente oxidante, lo cual dafia las membranas y enzimas del patogeno. La
reactividad y solubilidad de este gas estan condicionadas por la temperatura, lo que
influye en su eficiencia bactericida. Sin embargo, el empleo de altas concentraciones del
mismo puede provocar dafios en las instalaciones y superficies donde se procesan
alimentos o causar cambios en la calidad de los mismos (Park & Kang, 2018). Por otro
lado, la aplicacion de radiaciones ionizantes constituye un método no térmico de alta
energia para la destruccion de patdgenos, aunque pueden generar efectos adversos en las
propiedades sensoriales y nutricionales de alimentos de origen animal. Las radiaciones
mas utilizadas son los rayos X y gamma Y los electrones acelerados. La letalidad de
estos agentes fisicos depende de la temperatura y la actividad agua del medio, por lo que
la radiorresistencia aumenta cuando estos parametros descienden. La efectividad contra
L. monocytogenes en alimentos carnicos es variable, pero en canales de aves puede
reducir considerablemente los niveles microbianos hasta tasas extremadamente bajas
(Ordoiiez Pereda et al., 2004). Si bien la irradiacion aumenta la vida uatil del alimento,
pueden producirse contaminaciones post-proceso. Las radiaciones gamma han resultado
de interés en el control de poblaciones de L. monocytogenes en carne de pavo y pollo
refrigerado (Kamat & Nair, 1995; Thayer et al., 1998). Por su parte, el empleo de
radiaciones con luz ultravioleta puede ser igualmente interesante debido a que L.

monocytogenes presenta menos resistencia comparada con otras bacterias Gram
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positivas (ICMSF, 1998).

El empleo de altas presiones hidrostaticas (pasteurizacion hiperbarica) puede ser
también efectivo para eliminar poblaciones de L. monocytogenes. Este tratamiento no
perjudica las cualidades nutricionales del alimento, aunque su eficacia depende de la
temperatura y el tiempo de presurizacién (Kalchayanand et al., 1998). Los estudios
evidencian que esta tecnologia puede reducir la viabilidad de cepas de L.
monocytogenes y L. innocua (Alpas et al., 1998; Alpas et al., 2000). El efecto
antimicrobiano se debe a la induccion de estrés mecanico en las paredes celulares,
alteracion de la permeabilidad de las membranas y destruccion estructural de proteinas y
polisacaridos (Murano et al., 1999; Tholozan, 2000; Garriga et al., 2002). Sin embargo,
las desventajas en el uso de altas presiones en la industria alimentaria, se relacionan a la
reduccion de la vida util de los equipamientos y su elevado costo (Garriga et al., 2002).

Entre los métodos fisicos para la desinfeccion de carcasas de pollo, se incluyen
diversos tratamientos: vapor de agua y vacio, inmersion en agua caliente, pasteurizacion
con vapor, radiaciones electromagnéticas y ionizantes y congelacion (Moreno, 2006).
En las plantas de faena, se utiliza habitualmente el tratamiento con agua caliente y
su efectividad se relaciona con la temperatura de la misma (Barnhart et al., 1999). Sin
embargo, el vapor presenta mayor capacidad de penetracidn en la carne de la canal, por
lo que su empleo es méas ventajoso respecto al agua liquida (James et al., 2007).

A pesar de existir diversos métodos fisicos que garantizan la preservacion de los
alimentos, la refrigeracion es la herramienta més habitual en el caso de la carne para
retardar el crecimiento de patdgenos. Ademas, si las temperaturas superan el punto de
congelacion, la formacion de cristales de hielo causa la lisis de la célula bacteriana (Li

& Torres, 1993).
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1.12.2 Métodos quimicos

Estos métodos se basan en la aplicacion de distintos productos quimicos o aditivos
que retardan la proliferacién de microorganismos. La aplicacion de estas sustancias
antimicrobianas se complementa con las condiciones de manipulacion sanitaria eficientes
por lo que el alimento debe presentar una adecuada calidad microbioldgica para que esta
técnica funcione correctamente.

Los efectos adversos a causa del empleo de compuestos quimicos derivan en el
perjuicio de la salud de trabajadores, la corrosion de equipos y las alteraciones sensoriales
que pueden producirse en la carne (Smulders & Woolthuis, 1985). La desventaja de los
productos quimicos también se debe a la posibilidad que tienen estas moléculas de inducir
resistencia en los microorganismos, reduciendo su efectividad antimicrobiana.

La desinfeccion de las canales de pollo mediante productos quimicos puede ser
durante la faena o después de la evisceracion y en todo caso antes del enfriamiento para
reducir la contaminacién de la carne con bacterias provenientes de la piel o restos de
intestinos. La efectividad de estos tratamientos depende de diversos factores incluyendo
la temperatura, humedad y la presencia de grasa (Van Netten et al., 1995).

La aplicacion en los alimentos de diversos acidos organicos débiles como el lactico,
citrico, peroxiacético, malico, fumarico y propionico es una herramienta difundida en
algunos paises. La utilizacion de acido lactico y citrico ha sido ampliamente estudiada
como desinfectante en canales de pollo (Di Schiavi, 2015). Sin embargo, en Argentina,
el SENASA autoriza el empleo de estos agentes antimicrobianos en canales bovinas y
no asi en carcasas de pollos. Las concentraciones permitidas estan entre 0,05 %y 2,5 %.
El efecto bactericida de los acidos organicos depende de una serie de factores fisicos
que condicionan su estado de ionizacion. En su forma no ionizada, el acido penetra a

través de la membrana de la célula microbiana. Una vez en el interior de la bacteria, este
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se disocia y produce una serie de alteraciones entre las que se destacan: acidificacion
intracelular, caida del gradiente electroquimico, inactivacion enzimatica, interferencia del
transporte de fosfatos y aminoacidos, entre otros (Mountney & O' Malley, 1965).

A pesar de los diversos métodos de descontaminacion disponibles, los sistemas de
desinfeccion de canales en la industria carnica se basan cominmente en compuestos
clorados. Estos tratamientos quimicos incluyen la aplicacion de hipoclorito de sodio o

clorito de sodio acidificado en el agua de lavado (Di Schiavi, 2015).

1.12.3 Métodos biologicos

Las biotecnologias aplicadas a la industria alimentaria surgen como una alternativa
segura, viable y eficaz al uso de aditivos o conservantes, evitando la posibilidad de
reacciones adversas generadas por estos agentes. Estos métodos responden a la creciente
demanda de los consumidores por alimentos con cantidades minimas de componentes
quimicos, que presenten escasa manipulacion o tratamientos y que no impliquen cambios
en su calidad nutricional, su sabor o textura. La principal ventaja es que estas técnicas
bioldgicas no producen efectos tdxicos en mamiferos y se aplican para prevenir o
erradicar la contaminacion microbiana tanto en los alimentos como en su entorno
industrial.

Entre las diversas tecnologias dirigidas para el control especifico de L.
monocytogenes, se destacan el empleo de bacteriofagos (Guenther et al., 2009; lacumin
et al., 2016), el uso de extractos vegetales provenientes de romero, té verde u orégano
(Theivendran et al., 2006) y las sustancias producidas por las bacterias &cido lacticas
(BAL) (lzquierdo et al., 2009).

El empleo de bacteriéfagos se aprobd en el afio 2006 para el control de L.

monocytogenes en carne y productos avicolas (Endersen et al., 2014). Actualmente se
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dispone de cepas de fagos que presentan funcién antilisteria sobre distintos serotipos de
la especie. Estos fueron empleados eficazmente sobre varios alimentos incluyendo:
quesos maduros, leche, carnes de ave, mariscos, salchichas y vegetales. Especificamente,
la cepa FWLLmM1 result6 apropiada en el tratamiento de pechuga de pollo lista para el
consumo (Bai et al., 2016). La funcion antibacteriana de los fagos se presenta al final de
su ciclo infectivo y se basa en la actividad litica de las endolisinas que degradan el
peptidoglucano de la bacteria parasitada. Estas enzimas también pueden resultar efectivas
al ser aplicadas en los alimentos en forma externa para el control de bacterias Gram
positivas (Endersen et al., 2014).

Por su parte, algunas BAL son consideradas microorganismos GRAS (General
Regarding as Safe). Dentro de este grupo se incluyen especies de los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, entre otras. Varias cepas son
controladores bioldgicos debido a su capacidad de producir sustancias antimicrobianas
denominadas bacteriocinas. Estos productos provenientes del metabolismo secundario
son de naturaleza peptidica y actian de manera especifica para ciertos patégenos como
L. monocytogenes (de la Fuente Salcido & Barboza Corona, 2010). Algunas de estas
bacteriocinas estan autorizadas como preservantes naturales o bioconservadores de
alimentos al carecer de toxicidad (O’Keeffe & Hill 2000; Mondragon Preciado et al.,

2013).

1.13 Métodos de deteccion de L. monocytogenes

Las técnicas microbioldgicas para la deteccion de la especie L. monocytogenes en
alimentos se basan en el cultivo estandar de los aislamientos a evaluar 0 en métodos de
deteccion rapida que incluyen kits bioquimicos, anticuerpos o técnicas moleculares. Sin

embargo, estas Ultimas junto con las técnicas inmunoldgicas y las que implican la
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utilizacion de biosensores, requieren previamente del enriquecimiento en cultivo para un
mejor analisis ya que carecen de sensibilidad y especificidad para pruebas directas de los
alimentos. Por otra parte, el cultivo en medios especificos, es un método sensible de bajo
costo que permite el analisis cualitativo y cuantitativo con la desventaja del tiempo
requerido para el aislamiento y confirmacion (Valderrama et al., 2016).

Dentro de los kits basados en ensayos bioquimicos, se encuentra el sistema Api
Listeria. Este incluye una bateria bioquimica con diez pruebas diferenciales: hidrolisis de
esculina, presencia de arilamidasa (prueba DIM) y manosidasa y utilizacion de azUcares
(&cido D-arabitol, D-xilosa, L-rhamnosa a-D- metil glucésido, D-ribosa, glucosa-1-
fosfato y D-tagatosa) (Bille et al., 1992). La metodologia permite diferenciar L.
monocytogenes de L. innocua mediante la determinacion de la capacidad enzimatica del
microorganismo, evidenciada por un cambio de color.

Por su parte, los métodos de enriquecimiento en cultivo, se basan en el empleo de
medios selectivos de aislamiento para la identificacion de L. monocytogenes en alimentos
0 muestras ambientales. Se estima que el umbral establecido para la apropiada deteccion
es de 10%-10° UFC/mL, por lo que el cultivo debera permitir un desarrollo adecuado del
microorganismo. En esta metodologia, se utilizan distintos compuestos antimicrobianos
que inhiben la microbiota competidora de Listeria spp. Por lo tanto, se incluyen
antibidticos, que evitan tanto el crecimiento de bacterias Gram positivas como de Gram
negativas (acriflavina y &cido nalidixico respectivamente). También se pueden adicionar
agentes antihongos como la cicloheximida o compuestos antimicrobianos como el
cloruro de litio y las cefalosporinas de amplio espectro.

La etapa de enriquecimiento se puede complementar empleando medios que evallan
la capacidad de hidrdlisis de la esculina. Este carbohidrato, al ser hidrolizado por

Listeria spp. produce un precipitado negro caracteristico (Law et al., 2015). En la
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actualidad, se utilizan medios de cultivo que permiten el adecuado aislamiento de
especies del género Listeria, como el medio de cultivo PALCAM o el medio OXFORD.
Estos medios no permiten distinguir L. monocytogenes de especies no patogenicas, por
tal motivo se han desarrollado medios agarificados como ALOA Listeria y

CHROMagar™ Listeria.
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2. HIPOTESIS

La extensa busqueda bibliografica realizada resalta la importancia sanitaria que L.
monocytogenes tiene en la salud publica. Su ubicuidad en la industria alimentaria y su
dificil eliminacién durante las etapas de procesado, condujo a suponer que este
microorganismo podia estar presente en alimentos carnicos frecuentemente consumidos
en nuestro pais, como la carne de pollo. Por este motivo se formuld la siguiente

hipotesis:

» Debido al alto grado de intensificacion de la industria avicola y a las diversas
tareas de procesamiento que se efectlan durante toda la cadena productiva desde
la granja hasta la etapa de comercializacion, los cortes de pollo provenientes de
comercios locales estdn contaminados con L. monocytogenes y/o sus especies

afines, representando esto un potencial peligro para la salud publica.
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3. OBJETIVOS

Si bien se han realizado estudios microbiologicos que determinan condiciones
higiénicas insuficientes en la cadena productiva, la prevalencia de esta bacteria en la
carne cruda aviar no ha sido considerada con la importancia que se merece. La mayoria
de los trabajos de investigacion se centralizan en los alimentos listos para el consumo,
que en definitiva son los que exhiben mayor riesgo.

Sin embargo, en nuestro pais se desconoce la participacion de L. monocytogenes en
la carne de pollo comercializada y su potencial riesgo patogénico como agente
productor de ETA. Ademas, la listeriosis no invasiva es una enfermedad de notificacion
no obligatoria y los casos esporadicos asociados a los productos carnicos crudos podrian
subestimarse.

En base a los criterios mencionados y debido a que no existen estudios actuales de
relevamiento de especies de Listeria spp. en la localidad de Bahia Blanca, se

propusieron los siguientes objetivos:

3.1 Objetivos generales:
> Investigar la presencia de especies del género Listeria en la carne de pollo
comercializada localmente.
» Determinar de manera indirecta el estado de las condiciones sanitarias

correspondientes en la cadena productiva aviar.
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3.2 Objetivos particulares:
» Caracterizar fenotipicamente especies del género Listeria en trozados de pollo
procedentes de bocas de expendio minoristas y supermercados.
> Establecer el potencial riesgo en la salud publica que represente particularmente

el aislamiento de L. monocytogenes.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aislamiento, caracterizacion e identificacion de Listeria spp. en carne de pollo

Los analisis experimentales fueron Ilevados a cabo en el Dpto. de Agronomia de la
Universidad Nacional del Sur en el laboratorio de Microbiologia Agricola.

Al iniciar el estudio se seleccionaron al azar 20 comercios expendedores ubicados
tanto en zonas ceéntricas como periféricas de la ciudad de Bahia Blanca. Estos sectores
incluyeron almacenes, pollerias y supermercados. En cada comercio se muestrearon 3
tipos de corte: pata, muslo y pechuga. A fin de reducir la variabilidad de las muestras
obtenidas, se realizaron tres muestreos en distintos periodos del afio, correspondientes a
los meses de febrero, junio y noviembre. Se obtuvieron en total 180 presas durante todo
el ensayo. Las muestras se colocaron en recipientes estériles y se almacenaron a 4 °C en
una conservadora con geles refrigerantes hasta su traslado al laboratorio. El
procesamiento de las mismas se realizd dentro de las cuatro horas posteriores a la
recoleccion del material para evitar alterar las condiciones iniciales. Una vez en el
laboratorio, se pesaron 25 gramos de cada corte incluyendo carne, piel y grasa.
Posteriormente las muestras se analizaron en una Cabina de Seguridad Bioldgica Clase 11
(Figura 4), utilizdndose indumentaria y accesorios de proteccion personal adecuada:
guardapolvo, guantes de latex, barbijo, antiparras y calzado asignado especificamente
para esa area de trabajo. Todas actividades se realizaron manteniendo las condiciones

asépticas para evitar la contaminacion cruzada.
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Figura 4. Cabina de Seguridad Bioldgica Clase I1.

El aislamiento L. monocytogenes se llevo a cabo empleando un protocolo basado en
el criterio presencia-ausencia segin USDA/FSIS (2019). En esta metodologia, se utilizan
medios de cultivo especificos y suplementos antibioticos que favorecen el crecimiento de
especies del género Listeria (Figura 5). Los antibi6ticos se presentan en polvo contenidos
en viales de vidrio (liofilizados) y son preparados al momento de su empleo. Previo a al
agregado de estos suplementos, los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a
1 atm durante 15 minutos (121° C). El procedimiento se dividié en tres etapas cada una

con sus correspondientes medios y suplementos:

1) Pre-enriquecimiento: Caldo UVM I (University of Vermont Medium. Oxoid CM

863) con acido nalidixico y acriflavina (Oxoid SR142E) (Anexo 1.1).
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2) Enriquecimiento: Caldo FRASER (Oxoid CM 895) con &cido nalidixico, acriflavina
y citrato férrico amdnico (Oxoid SR 156 E) (Anexo 1.2).

3) Deteccion: Agar OXFORD (Oxoid CM 856) con suplementos selectivos de Listeria
constituidos por cicloheximida, sulfato de colistina, acriflavina, cefotetan y fosfomicina

(Oxoid SR140E) (Anexo 1.3).

Figura 5. Medios de cultivo especificos para el aislamiento de Listeria spp. 1) Cultivo en medio
UVM I. 2) Cultivo en medio FRASER. 3) Cultivo en Agar OXFORD.

En la etapa de pre-enriquecimiento, las muestras de 25 gramos se colocaron dentro de
frascos conteniendo 225 mL de medio UVM 1, se distribuyeron mediante agitacion y se
incubaron a 30 °C durante 24 horas. Posteriormente, a partir de este cultivo, se
transfirieron alicuotas de 1 mL de in6culo a tubos conteniendo 10 mL de Caldo FRASER
estéril, los que fueron incubados a 35 °C durante 24 horas. A continuacion, se tomaron
alicuotas de 0,1 mL de este Caldo FRASER y se sembraron sobre cajas de Petri
conteniendo Agar OXFORD. Se inocularon tres cajas por corte muestreado. La
incubacion se realizo a 35 °C durante 24 horas.

La presencia del género Listeria en el Agar OXFORD se confirmd mediante la
observacién de colonias negras o grisaceas rodeadas por un halo oscuro. Este principio

se basa en la capacidad de este género bacteriano de hidrolizar el glucésido esculina a
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esculetina. Esta molécula forma complejos fendlicos con los iones hierro presentes en el
medio y produce el color caracteristico (Prieto 2008; Law et al., 2015).

Las colonias obtenidas se repicaron en tubos conteniendo Agar Triptona Soja (ATS)
con extracto de levadura (0,6 % p/v) (Anexo 1.13) y se incubaron a 37 °C durante 18 a
24 horas. Posteriormente, a partir de cultivos puros se realizd la caracterizacion
morfoldgicade la poblacion bacteriana empleando la tincion de Gram. Para identificar las
especies del género Listeria, se realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes
segun Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Bergey & Holt, 1994), Ryser &
Marth (1999) y Pascual Anderson & Calder6n y Pascual (2000). Los cultivos empleados
fueron repicados en medio fresco 24 horas antes de efectuar cada prueba. Para cada
aislamientose realizaron 3 repeticiones. En todos los ensayos se utilizé la cepa patron
ATCC 19115 como cultivo de referencia de L. monocytogenes, cedida por ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”. Las pruebas fenotipicas que permitieron la evaluacion de las

cepas aisladas se describen a continuacion.

4.2 Tincion de Gram

La tincion de Gram es una tincién diferencial empleada para la identificacién de
bacterias con distintas caracteristicas estructurales. La técnica requiere 4 soluciones que
son agregadas a la colonia de estudio en el orden siguiente:
1) Primer colorante: es un colorante basico que, en contacto con las células cargadas
negativamente, reacciona con ellas coloredndolas. EI més utilizado es el cristal violeta o
el violeta de genciana.
2) Solucién mordiente: esta solucién fija las tinciones y aumenta la afinidad entre el
colorante y las células. ElI mordiente cominmente empleado es una solucién iodo-

iodurada o Solucion de Lugol (Anexo 1.7).
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3) Agente decolorante: consiste en un disolvente organico, generalmente alcohol-
acetona en proporcion 1:1.

4) Colorante de contraste: esta constituido por un colorante basico de distinto color al
primer colorante. EI mas comun es la safranina.

Segun la composicion quimica de la envoltura celular se pueden distinguir dos
grupos bacterianos; Gram positivos 0 Gram negativos, difiriendo en el color con el que
finalmente aparecen. Los microorganismos pertenecientes al primer grupo se tefiiran de
azul por el cristal violeta y no perderan esta coloracion durante los pasos sucesivos. En
tanto, las bacterias Gram negativas perderan la coloracion inicial del cristal violeta en
los siguientes pasos y se tefiiran de rosa debido a la safranina. Esto es posible debido a
que las bacterias Gram positivas poseen una gruesa malla de peptidoglucano en su parte
mas externa (casi el 90 % de la pared) a diferencia de las bacterias Gram negativas que
estan recubiertas por una fina capa del mismo (5 al 20 % de la pared). Ademas, estas
ultimas, presentan una membrana externa de lipopolisacaridos y proteinas que
envuelven toda la célula.

Esta prueba se realizd6 empleando un kit para la deteccion Gram siguiendo las
instrucciones del fabricante. Luego del procedimiento de tincion, los preparados se
visualizaron mediante microscopia de campo claro seleccionando aquellos aislamientos

correspondientes a cocobacilos o bacilos cortos Gram positivos.

4.3 Pruebas bioquimicas
4.3.1 Empleo de azucares y polialcoholes como sustratos fermentables

Mediante este ensayo se demuestra la capacidad de utilizar un determinado hidrato
de carbono a través de la via fermentativa. Durante este proceso, se generan productos

acidos que cambian la coloracion del medio. EI mismo contiene el indicador rojo fenol,
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el cual presenta un color rojo en condiciones alcalinas y vira a amarillo a pH menor de
6,8.

Para realizar esta prueba, se prepar0 previamente el Medio Base de Caldo Rojo
Fenol (Anexo 1.4) y se agreg6 1 % p/v del sustrato: D-xilosa, manitol, L-ramnosa o D-
glucosa. Este se esteriliz6 a 3/4 atm durante 15 minutos y posteriormente se inocul6 con

un cultivo de cada aislamiento. La incubacion se realiz6 a 35 °C durante 48 horas.

4.3.2 Prueba del rojo de metilo

Esta prueba se basa en el empleo del indicador rojo de metilo para determinar el pH
del medio. La técnica determina la capacidad de un microorganismo de formar
productos acidos (lactico, formico o acético) a partir de la fermentacion de la glucosa y
mantenerlos venciendo el poder buffer del sistema. En un tiempo de incubacién
prolongado de 48 horas, los microorganismos que son rojo de metilo positivos producen
acido en suficiente cantidad contrarrestando el sistema amortiguador del fosfato. Por su
parte, aquellos que son rojo de metilo negativos, metabolizan los productos iniciales de
la fermentacion dando productos neutros que disminuyen la acidez del medio. Esto
altimo conduce a un aumento del pH. En un pH inferior a 4,4 el indicador vira de un
color naranja a un color rojo, mientras que a un pH superior a 6 toma un color amarillo.

Para realizar esta prueba, se emple6 el Medio de Cultivo de Clark & Lubs (Caldo
Rojo Metilo/VVoges Proskauer) (Anexo 1.5), el cual se esteriliz6 en autoclave a 1 atm
durante 15 minutos (121 °C). Luego de la inoculacion de los aislamientos, los cultivos
se incubaron a 35 °C durante 48 horas. El posible viraje de color se determino retirando

asépticamente 2,5 mL del caldo y agregando 5 gotas del indicador rojo de metilo.
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4.3.3 Voges-Proskauer (VP)

En este ensayo se utiliza el mismo medio de cultivo que en la prueba del rojo de
metilo por lo que estas determinaciones se hacen en simultdneo. Ademas, se emplean
dos reactivos: a-naftol al 5 % p/v (intensificador del color) e hidroxido de potasio
(KOH) al 40 % pl/v (agente oxidante). La técnica determina la capacidad de un
microorganismo de producir acetil-metil-carbinol (2,3 butanodiol) a partir de la glucosa.
Este compuesto neutro es producto de la fermentacién butilenglicélica y es obtenido a
partir de la degradacion del &cido piravico. Asi, los microorganismos fermentadores
mixtos de la glucosa pueden seguir distintas vias metabdlicas: producir solamente
acidos como producto final sin presencia de 2,3 butanodiol (VP negativos) o generar 2,3
butanodiol como producto principal (VP positivos).

En presencia de oxigeno atmosférico, la acetoina y el 2,3 butanodiol (productos
finales neutros) se oxidan con los reactivos alcalinos generando diacetilo. En
condiciones alcalinas, el diacetilo y el grupo guanidino del aminoacido arginina
presente en la peptona del medio de cultivo, originan un compuesto de color rojo
rosado. La reaccion colorimétrica se produce en la superficie del medio de cultivo.

Para realizar esta prueba, se inocularon cultivos frescos en el Caldo RM/VP estéril y
se incubaron 48 horas a 35 °C. Posteriormente, se retiré asépticamente 2,5 mL del caldo
desarrollado y se agregaron 0,6 mL de solucion de alfa naftol al 5 % p/v y 0,2 mL de
solucion de KOH al 40 % p/v. A continuacion, se agitd cada tubo para exponer su
contenido al oxigeno atmosférico y facilitar la oxidacion. La interpretacion de los
resultados se hizoluego de 10-15 minutos, observandose un color rojo rosado (reaccion
positiva) en la superficie del medio o un color amarillo correspondiente al reactivo

(reaccion negativa).
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4.3.4 Hidrdlisis del almidén

Este ensayo determina la capacidad de un microorganismo para hidrolizar el
almidén y por ende, la produccion de la exoenzima amilasa. Esta enzima rompe
especificamente las uniones a-1,4 de la macromolécula produciendo dextrinas, maltosa y
glucosa. Si el almiddn no es sustrato del microorganismo a evaluar, el iodo contenido en
una solucion iodo-iodurada reacciona con el polisacarido generando una coloracion
azulada.

Para realizar esta prueba se utilizd un medio de agar nutritivo conteniendo 1 % p/v
de almidon soluble (Agar Almidon; Anexo 1.6) el cual se esterilizé en autoclave a 1 atm
durante 15 minutos (121 °C). Posteriormente, el medio se volco en cajas de Petri
estériles hasta su utilizacion. Las cajas se inocularon por estria con cada cultivo y se
incubaron a 35 °C durante 48 horas. La presencia de almidoén, se verifico inundando la
caja con la Solucion de Lugol (Anexo 1.7). La reaccion se considero positiva para la
hidrolisis del polisacarido al observar una zona clara alrededor del desarrollo bacteriano,

con el resto de la superficie del medio coloreada de azul.

4.3.5 Ensayo en Medio SIM
El Medio SIM es un medio semisolido que contiene agar al 0,2 % p/v (Anexo 1.8).
Se utiliza para evaluar: movilidad, formacion de indol y produccion de sulfuro de

hidrégeno (SH2).

a) Movilidad
Las bacterias pueden presentar movilidad en el Medio SIM al contener uno o varios
flagelos. Estas estructuras cambian su localizacién segun la especie bacteriana y las

condiciones de cultivo. La reaccion de movilidad se considera positiva cuando se
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observa un enturbiamiento del medio en forma de sombrilla invertida sobre la linea de
siembra. En tanto, si el microorganismo carece de movilidad, el crecimiento bacteriano

sigue la linea de siembra mientras que el medio circundante permanece claro.

b) Formacién de indol

El Medio SIM contiene el aminoacido triptofano, el cual puede ser utilizado como
sustrato de los microorganismos para producir indol. La presencia de indol se detecta
mediante una reaccion colorimétrica empleando el Reactivo de Kovac (Anexo 1.9)

resultante en la formacién de un anillo rojo en la superficie del medio.

¢) Produccion de SH;

La capacidad de un microorganismo de liberar SH2 a partir de aminoacidos
azufrados (cistina, cisteina y metionina) puede ser revelada con el Medio SIM, el cual
también contiene citrato de hierro. La formacion de SH2 por la accion de enzimas
microbianas especificas produce un precipitado negro de sulfuro ferroso que es
observado en el tubo.

Para realizar las pruebas correspondientes el Medio SIM se esteriliz6 en autoclave a
1 atm durante 15 minutos (121°C). La siembra se realizd por puncién en el centro del
medio de cultivo hasta 2/3 de profundidad. Los tubos se incubaron en estufa a 30 °C

durante 48 horas.

4.3.6 Prueba de la catalasa
Mediante esta técnica se comprueba la presencia de la enzima catalasa la cual
descompone el perdxido de hidrégeno (H202) en agua y oxigeno. ElI H202 es un

producto terminal del metabolismo oxidativo de los azlcares y su acumulacion en las
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células resulta tdéxica, por lo que los microorganismos aerobios y la mayoria de
anaerobios facultativos disponen de esta enzima. En la reaccidn participan dos moléculas
de H202 donde una actia como sustrato y la otra funciona como dador. Si el
microorganismo presenta la enzima catalasa, ante la aplicacion de H202 se observan

burbujas debido a la liberacion de oxigeno, de acuerdo a la siguiente reaccion:

Catalasa
H202 + H202 ——— 2H.0 + O3 ﬁ Gas liberado

Para realizar esta prueba, un inéculo de cada aislamiento se coloc6 sobre un
portaobjetos con la ayuda de un ansa estéril. Posteriormente, se agrego sobre el indculo

una gota de H202 al 30 % v/v y se observo el desprendimiento de burbujas.

4.3.7 Reduccion de nitratos

Mediante esta técnica se determina la capacidad de un microorganismo de reducir
los nitratos (NOs") y transformarlos en nitrito (NO2) o nitrégeno libre (N2). El proceso se
lleva a cabo en condiciones anaerébicas y el nitrato resulta ser el aceptor final de
electrones. El ensayo requiere de un Caldo Nitratado (Anexo 1.10) y los siguientes
reactivos:

» Solucion A: a-naftilamina al 0,5 % v/v y acido acético al 30 % v/v

> Solucion B: Acido sulfanilico al 0,8 % v/v y cido acético al 30 % v/v

» Cinc en polvo

Para realizar esta prueba se inocularon cultivos frescos en un Caldo Nitratado estéril
y se incubaron a 35 °C durante 24 horas. Cada tubo estaba provisto con una campana
Durham. Se utiliz6 un tubo sin inocular como control negativo. Posteriormente se

realizd el ensayo de la siguiente manera:
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Fase 1

Luego de la incubacidn, se afiadié 1 mL de solucion A 'y 1 mL de solucién B. Se
observd el posible viraje del medio a un color rojo dentro de los 30 segundos. Un
resultado positivo en esta fase, constatd que el nitrito era producto del metabolismo
microbiano. La coloracién roja se genera por la reaccion del acido sulfanilico (incoloro)
y la a-naftilamina con el nitrito presente en el medio y produce un compuesto diazoico
denominado p-sulfobenceno-azo-a-naftilamina.
Fase 2

Esta fase se realiz6 en caso que la fase 1 haya resultado negativa; se agregaron 20
mg de polvo de cinc y se detecto el posible viraje dentro de 30 segundos. La aparicion de
color rojo evidencié que el microorganismo no produjo la reduccién del nitrato. En
tanto, la no aparicién de color, determind que el microorganismo habia reducido el

nitrato a nitrito y continud este proceso hasta la formacion de compuestos gaseosos.

4.3.8 Prueba oxidasa

Esta prueba comprueba la presencia de citocromo c oxidasa, enzima constituyente
de la cadena transportadora de electrones en bacterias aerobias y anaerobias facultativas.
Se utilizan discos (incoloros) que contienen una amina aromatica primaria
(generalmente tetrametil p-fenilendiamina dehidrocloruro) como sustrato artificial. Este
compuesto es oxidado por la enzima del microorganismo en presencia de oxigeno
atmosférico produciendo indofenol. En estos casos, el disco se observa de un color
rosado o fucsia.

Para realizar esta prueba se colocaron discos Oxoid (Britania) en tubos conteniendo
2 mL de agua destilada estéril (ADE). Posteriormente los tubos se inocularon con un

cultivo fresco de cada aislamiento y se observo el posible viraje de color.
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4.3.9 Prueba ureasa

Este ensayo determina la capacidad del microorganismo de hidrolizar la urea a
través de la enzima ureasa con formacién de dos moléculas de amoniaco (NHs). La
liberacion de NHs produce un aumento de pH lo cual es reflejado por el rojo fenol
presente en el medio. El indicador presenta un viraje de color en condiciones altamente

alcalinas (pH 8,4). La reaccion de descomposicion de la urea es la siguiente:

Ureasa Hz0
(NH2)2CO + H,0 === (NH4)2CO3 € i CO, + 2NHs

Se empled el Medio de Christensen (medio base) solidificado conteniendo una
concentracion de urea al 20 % p/v (Anexo 1.11). Este medio contiene glucosa la cual
constituye una fuente de energia que estimula a la enzima ureasa y evita que los
microorganismos que no utilizan la urea como fuente de nitrégeno, obtengan energia de
la peptona, evitando asi generar un resultado falso positivo. Por otra parte, debido a la
descomposicion de la urea en altas temperaturas, su esterilizacion se realizd de manera
separada. Para esto, se disolvieron 20 gramos de urea en 100 mL de ADE afadiendo
posteriormente unas gotas de cloroformo. Antes de su utilizacién, se dejo reposar 24
horas en heladera. Posteriormente, la solucion de urea se adicion6 al medio base estéril
y la solidificacién se realizo en forma pico de flauta.

La inoculacion se efectud con cultivos frescos de cada aislamiento incubando los
tubos a 35 °C durante 24 horas. El viraje del indicador rojo fenol de amarillo a rosado

indicd un resultado positivo.

4.3.10 Hemodlisis en agar sangre
Esta prueba determina la capacidad de un microorganismo de degradar eritrocitos

(hemolisis) mediante la accion enzimatica. Para esto, se utilizaron cajas de Petri
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conteniendo Agar Sangre de Carnero (Britania) (Anexo 1.12). El medio se dividi6 en
sectores cuadriculados y en cada sector delimitado se sembrd por puncién una pequefia
cantidad de indculo. Posteriormente, las cajas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Los resultados fueron expresados segun el tipo de reaccion:
» Hemolisis B: hemdlisis parcial con la zona de crecimiento rodeada de un
halo color verdoso
» Hemolisis B fuerte: hemolisis total con colonias rodeadas de un halo
transparente

» Hemolisis y: sin hemolisis y sin halo alrededor de la colonia

4.3.11 Prueba de CAMP (Christie Atkins y Munch Peterson)

Esta técnica determina la capacidad de un microorganismo de intensificar la
reaccion hemolitica de Staphylococcus aureus a través de la produccidn de una proteina
extracelular difusible (factor CAMP) que actia de manera sinérgica con la 3-hemolisina
de S. aureus.

Para realizar esta prueba, se utilizaron cajas de Petri conteniendo Agar Sangre de
Carnero (Britania). Se realizaron 6 siembras por caja de cada aislamiento trazando
estrias en linea recta desde el borde hasta el centro del medio de cultivo. Posteriormente,
de forma perpendicular a las siembras realizadas se practicé una estria con una cepa
hemolitica de S. aureus, evitando el contacto entre las lineas de siembra. La incubacion
se realiz6 en aerobiosis a 37 °C durante 24 horas. La observacion de una zona de lisis
intensificada en forma de punta de flecha entre las intersecciones de las estrias, se

considerd como resultado positivo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Presencia de Listeria spp. en carne de pollo de comercios locales

De acuerdo a los resultados obtenidos, los 20 locales muestreados resultaron positivos
en el aislamiento de Listeria spp. En la totalidad de los 180 cortes evaluados incluyendo
pechugas, patas y muslos fue posible detectar colonias tipicas del género. Estas colonias
se identificaron por la formacion de un halo oscuro producto de la hidrdlisis de la esculina
contenida en el medio de cultivo OXFORD (Figura 6). Posteriormente, se seleccionaron
180 colonias representativas provenientes de cada experimento y se repicaron en ATS y
extracto de levadura (0,6 % p/v) como se mencioné en la seccion de Metodologia. Estos
aislamientos fueron analizados por tincion de Gram y se emplearon para la clasificacion
por especie basada en las pruebas bioquimicas segun Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1994), Ryser & Marth (1999) y Pascual Anderson & Calderon y Pascual

(2000).

—~—

Figura 6. Colonias de Listeria spp. aisladas en medio
OXFORD.
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En la Figura 7 se observan las pruebas fenotipicas realizadas durante el ensayo. El
92 % de los 180 aislamientos repicados, mostraron caracteristicas propias del género
Listeria: bacilos Gram positivos, mdviles, productores de enzima catalasa, positivos para
las pruebas rojo de metilo y VVoges Proskauer y negativos para las de ureasa y oxidasa. El
8 % de los aislamientos restantes no pudieron identificarse por los métodos bioquimicos
empleados en esta Tesis. Considerando el caracter ubicuo del género, se sugirié la
posibilidad de que estos aislamientos pertenezcan a nuevas especies y difirieran
fenotipicamente del resto de los cultivos analizados. Por otra parte, la variabilidad
fenotipica obtenida segun los resultados de hemodlisis, prueba de CAMP, reduccién de
nitratos, hidrdlisis de almidén y utilizacion de hidratos de carbono asigné a cada
aislamiento evaluado la especie correspondiente (Tabla 1). De esta forma, la actividad
enzimética microbiana determind una heterogénea poblacién presente en la carne de
pollo. De los 166 aislamientos que pudieron testearse, 13 cepas correspondieron a Listeria
monocytogenes, 42 a L. innocua, 28 a L. ivanovii, 25 a L. seeligeri, 20 a L. welshemeri,

17 aL.grayiy 21 a L. murrayi (Figura 8).
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Figura 7. Pruebas fenotipicas realizadas para la clasificacién por especie del género

Listeria. a) Tincion de Gram b) Fermentacién de azlcares c¢) Voges-Proskauer d) Rojo de
metilo e) Hidro6lisis de almidon f) Movilidad en Medio SIM g) Reduccion de nitratos h) Oxidasa
i) Hidrolisis de urea j) Hemdlisis k) Prueba de CAMP.
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Tabla 1. Pruebas fenotipicas realizadas para diferenciar especies del género Listeria.

Prueba/Especie L.m L.i L.iv L.s L.w L.g L. mu

Hidroélisis de + A A + + + +

esculina

Rojo de metilo + + + + + + +
Voges + i i + + + +
Proskauer

Hidrdlisis de - - - - - + +

Almidon

Reduccion de - - - - - - +

Nitratos

Oxidasa - - - - - - -
Ureasa - - - - - - -

Prueba de + s + + s s s
CAMP con S.

aureus

Referencias: L. m: L. monocytogenes, L. i: L. innocua, L. iv: L. ivanovii, L. s: L. seeligeri, L. w: L.
welshimeri, L. g: L. grayi, L. mu: L. murrayi. Positivo (+); Negativo (-); Variable (v); No hemolitico
(v); Hemolitico (B).

65



B |, innocua

m L. monocytogenes
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m L grayi
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Figura 8. Distribucion porcentual de los aislamientos clasificados por especie obtenidos de los

trozados de pollo comerciales.

En Argentina, son escasas las investigaciones dedicadas a la deteccion de L.
monocytogenes en carne de pollo cruda, ya que no se establecen restricciones
reglamentarias de esta bacteria en este tipo de alimento. Los limites microbioldgicos
indicados para carne de ave cruda y procesada se basan especificamente en el Recuento
de Aerobios Mesdfilos, Enterobacterias y Coliformes. EI CAA establece en el criterio
obligatorio la ausencia de Salmonella spp., mientras que en el criterio complementario
se monitorea el recuento de Staphylococcus aureus. Como fue mencionado, los criterios
de ausencia de L. monocytogenes son considerados solo en alimentos lacteos, salazones,
chacinados y carne de ave y crustaceos cocidos (CAA, 2018).

Los resultados de las pruebas fenotipicas realizadas en este Trabajo, evidencian que
la presencia de Listeria spp. en 25 gramos de carne cruda de pollo constituye un riesgo
para la salud publica. Los aislamientos de L. monocytogenes provenientes de las muestras
analizadas, sugieren que la carne de pollo puede ser un potencial vehiculo de cepas

patdgenas y de esta forma convertir a la listeriosis como una ETA emergente. En este

66



aspecto, se han vinculado brotes de listeriosis humana compatibles con la transmision
alimentaria a través del consumo de carne pollo (McLauchlin et al., 2020). Sin embargo,
la ausencia de datos epidemiol6gicos y la notificacion no obligatoria de los casos
esporadicos, dificulta los estudios que correlacionan la presencia de L. monocytogenes en
este alimento céarnico con una ETA. En concordancia al relevamiento realizado en los
comercios locales, varios estudios asocian a la carne de pollo con la presencia de cepas
potencialmente peligrosas. El grupo de Zeinali et al., (2017) determin6 que el 40 % de
las muestras de carcasas de pollos presentaba contaminacion por Listeria spp. y el 18 %
correspondia a aislamientos de L. monocytogenes, siendo la mayoria de estos resistentes
a los antibioticos comunmente usados para el tratamiento de listerioris humana. Esto
alertaria la posibilidad que la carne de pollo refrigerada genere condiciones
predisponentes favorables para el desarrollo de L. monocytogenes, produciendo
inconvenientes en la salud publica. Si bien en el presente Trabajo de Tesis, L.
monocytogenes fue aislada con una frecuencia del 8 %, el alto porcentaje de aislamiento
de otras especies del mismo género como la obtenida en L. ivanovii y particularmente en
L. innocua puede resultar igualmente problematico. Estas especies no son consideradas
como patodgenas para el humano, sin embargo, las investigaciones realizadas por Ripjens
et al., (1997) sefialan que la presencia principalmente de L. inoccua, pueden indicar
condiciones sanitarias deficientes que mas tarde propician el crecimiento de L.
monocytogenes. Respecto a la composicién de la microbiota acompafiante de L.
monocytogenes en la carne de pollo, los resultados presentados aqui concuerdan con los
obtenidos por otros autores, aunque con diferencias en la proporcion porcentual de las
especies aisladas (Pelisser et al., 2001; Zeinali et al., 2017; Moura et al., 2019). En este
aspecto, la multiplicidad de Listeria spp. identificadas, sefiala un significativo déficit de

las condiciones de inocuidad durante el manejo de la carne de pollo, sugiriéndose como
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indicador de ineficientes medidas de saneamiento adoptadas durante la comercializacion
y/o posiblemente durante la etapa de faena. La riqueza microbiana hallada, puede ser
explicada por Sauders & Wiedmann (2007), quienes sefialan que las especies del género
Listeria presentan homologia genética, por lo que sus nichos ecoldgicos suelen
solaparse. Por otra parte, en el relevamiento realizado, la frecuencia de L. monocytogenes
fue menor en comparacion a la hallada por otros investigadores que basaron su muestreo
en carne de cerdo o pescado (Salihu et al., 2008; Figueroa Lépez et al., 2019).

En el presente Trabajo, todos los cortes evaluados resultaron positivos para la
deteccidn Listeria spp. Esto contrasta con los estudios realizados por Franco et al., (1995),
quienes informan que la carne y piel de las patas son las partes que mas se contaminan
durante la manipulacion, en comparacion con las pechugas. TeoGricamente, deberia
esperarse que lo cortes con mayor indice de contaminacion sean aquellos que tengan mas
sitios de trozado. Sin embargo, los resultados presentados aqui, denotan que no hubo
diferencias entre las muestras obtenidas, ya que fue posible aislar al menos una especie
del género Listeria de cada presa analizada. Esto también discrepa con los estudios
realizados por Goh et al., (2012) quienes ademas de reportar una frecuencia mucho menor
de contaminacion en las muestras recolectadas, encontraron diferencias en la frecuencia
de aislamiento dependiendo del corte analizado. Estos autores hallaron una mayor
contaminacion de L. monocytogenes en pechuga respecto al porcentaje de incidencia en
pata y muslo.

Particularmente, la frecuencia de aislamiento obtenida en L. monocytogenes coincidid
con la hallada por Ahmed et al., (2016) para la carne aviar. Estos autores detectaron una
incidencia intermedia comparada con la carne vacuna procesada y los productos lacteos.
Otros estudios reportan que L. monocytogenes puede presentarse en niveles relativamente

bajos en la carne de pollo, aunque esto dependera de las condiciones en que se encuentra
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la carne al momento de tomar las muestras (Cruz Pulido et al., 2012). Segun Pelliser et
al., (2001) se asume que el rango de aislamiento de L. monocytogenes en carne de pollo,
varia entre el 2 y el 94 % dependiendo del pais de origen y el método de aislamiento.
Asi, mientras los relevamientos hechos por Karoley et al., (2005) reportan un 14,89 %
de incidencia de Listeria spp. con el 8,5 % correspondiente a L. monocytogenes, los
estudios de Nierop et al., (2005) informan un 19,2 % de aislamientos pertenecientes
al género Listeria. En tanto, la frecuencia de L. monocytogenes obtenida en la carne
de pollo por Centurion & Takajara (2004) fue del 2 %. Independientemente de los
niveles expresados y de acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que la carne de
pollo puede funcionar como reservorio de L. monocytogenes y ser fuente de
contaminacién para otros alimentos presentes en el hogar, con el riesgo latente de padecer
una ETA. Este potencial patogénico es revelado en la tolerancia cero admitida en
alimentos listos para el consumo. Por lo tanto, los porcentajes de deteccion no se
deberian subestimar, ya que en condiciones adecuadas este microorganismo puede
multiplicarse y ser peligroso para las personas de riesgo.

En los estudios presentados aqui, L. welshimeri fue aislada en un 12 % de las
muestras. Esta especie tiene la particularidad de emplear la xilosa como sustrato
fermentable y transformarla en productos acidos al igual que L. seeligeri y L. ivanovii,
pero a diferencia de estas no produce hemadlisis en agar sangre (Ryser et al., 2015). Este
diagnostico diferencial realizado a través de las pruebas bioguimicas, permitié distinguir
L. welshimeri de las especies que presentaron un patrén similar a L. monocytogenes
como bacterias productoras de hemolisina. Segin Moura et al., (2019), L. welshimeri es
la especie mejor adaptada a los ambientes con bajas temperaturas dentro de las plantas
de procesamiento, ya que puede estar presente en una incidencia elevada en carcasas

luego de los tratamientos en frio. Considerando este criterio y de acuerdo a los
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resultados presentados en esta Tesis, se sugiere a L. innocua como la mejor adaptada a
las temperaturas de refrigeracion. De cualquier manera, es probable que la presencia de
otras Listeria spp. en la carne de pollo refrigerada, indique condiciones favorables a la
adaptacion y crecimiento de L. monocytogenes, lo que posteriormente dificultaria el
control microbioldgico en el alimento. Por otra parte, el aislamiento de bacterias viables
revelo la capacidad de estos microorganismos de resistir las condiciones de almacenaje
en los comercios expendedores. En concordancia, tanto L. monocytogenes como las
especies afines, presentan la habilidad de competir y desarrollarse en temperaturas de
refrigeracion y en rangos de congelamiento (Chasseignaux et al., 2001; Pérez Rubiano et
al., 2008). Los estudios realizados en carne de pollo, sugieren que L. monocytogenes
puede crecer en un intervalo de -0,1 a -0,4 °C (Walker et al., 2008). Esta capacidad
adaptativa es llevada a cabo a través de la expresion de proteinas de shock térmico
(Liu et al., 2002) y/o por modificacion de los fosfolipidos de membrana que le otorgan
mayor fluidez a la misma (Zhu et al., 2005; Badaoui Najjar et al., 2007).

La presencia de L. monocytogenes en la carne de pollo analizada propone investigar
el posible origen de la contaminacién. Por ser un sistema productivo de caracter altamente
intensivo, la produccion avicola esta expuesta a numerosas fuentes de inéculo durante las
distintas etapas de la cadena industrial. En primer lugar, debido a que las Listeria spp. son
habitantes naturales de la microbiota intestinal del pollo, estas pueden contaminar la
carne durante el proceso de eviscerado a través de la materia fecal, que actia como
fuente de contaminacion (ICMSF, 1998; Rothrock et al., 2017). En este contexto,
adquiere importancia el manejo realizado de los animales antes del sacrificio; ejerciendo
un control sanitario del alimento balanceado durante la crianza y garantizando un
tiempo de ayuno recomendable para la evacuacion intestinal antes del traslado a las

plantas de faena (Ricaurte, 2005).
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Si bien el proceso de eviscerado constituye un punto critico para la contaminacion
microbiana de las canales de pollo, este evento puede darse luego de este proceso y
trasladarse a los lugares despiece y venta. Moura et al., (2019) encontraron que la
contaminacién con especies del género Listeria no se manifiesta luego del eviscerado,
peroque L. monocytogenes puede presentarse en las etapas posteriores de empaque y
refrigeracion, especialmente en cortes de muslo. De importancia para los resultados
presentados aqui, estos autores determinaron una alta ocurrencia de esta especie en los
elementos utilizados para trozar el pollo como también de las superficies de trabajo,
sugiriendo que la contaminacion cruzada puede ser relevante para explicar la presencia
de L. monocytogenes en las muestras analizadas. Esto se relaciona también, a las
investigaciones realizadas por Kerr et al., (1993) quienes determinaron que en las plantas
de procesado y venta al por menor de carne aviar, la manipulacion de los trabajadores era
una importante via de contaminacion cruzada de Listeria spp. Por su parte, Pérez Rubiano
et al., (2008) concluyeron que la presencia de especies del género Listeria en carcasas de
pollo congelado, esta asociada a la contaminacién de utensilios durante el desprese. En
este sentido, se evidencia que las operaciones realizadas en los comercios expendedores,
también tienen una destacada responsabilidad al respecto. Ademas, es importante resaltar
que los deficientes sistemas de limpieza y desinfeccion en las plantas de beneficio y
durante el almacenamiento, transporte y distribucion, contribuyen de manera rotunda a la
presencia o ausencia de L. monocytogenes en los expendios de pollo (Lunden et al., 2002;
Carrascal et al., 2007). Asimismo, diversas superficies y equipos de trabajo promueven
su establecimiento en las plantas de procesado (ICMSF, 1998; Molero et al., 2010). Por
otra parte, el tipo de sistema productivo empleado en las granjas avicolas, puede
influenciar su prevalencia en mayor o menor grado. En este aspecto, las aves pueden

funcionar como potenciales vectores de L. monocytogenes, contaminando primero los
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ambientes de trabajo y posteriormente la carne (Rothrock et al., 2017). Feldman et
al., (2000) menciona la relacion del ingreso de una nueva partida de aves a la planta
(fuente de microorganismos) y la contaminacién de jaulas durante el traslado al
matadero, lo que destaca la importancia del manejo durante la produccion. Asimismo,
las mascotas, al actuar como reservorios naturales de la bacteria, podrian contaminar
diversos sectores de la granja (Rothrock et al., 2017). Por otro lado, la presencia de
especies de Listeria en la piel, patas y plumas de las aves, puede favorecer a la
contaminacion de las canales durante el proceso de desangrado y desplume (Ricaurte,
2005; Pérez Rubiano et al., 2008). Se ha indicado que la contaminacion superficial de
las carcasas durante la faena se genera a través de la exposicion a plumas sucias con
polvo o con materia fecal adherida (Tinney et al., 1997). EI ICMSF (1998) afirma que
es fundamental la higiene en las zonas de descarga de los animales y que el control de la
contaminacion debe iniciarse en la propia granja, puesto que durante las etapas de
procesado las bacterias patdégenas no se eliminan. Esto pone de manifiesto que la
aplicacion de buenas practicas de manufactura en la cadena productiva deberia
constituir un factor fundamental para reducir la transferencia horizontal de
contaminacion. También la eficiencia de las medidas de APPCC dentro las granjas
avicolas seria una herramienta beneficiosa para mitigar los riesgos que atentan contra la
seguridad alimentaria. Por tanto, debido a que las fuentes de contaminacion pueden ser
diversas, los resultados presentados en esta Tesis, sugieren realizar un estudio
comparativo para determinar si los aislamientos obtenidos de otros ambientes, son
similares a los que se presentan en la carne de pollo a la venta. Por otra parte, la carne de
pollo contaminada en los cortes provenientes del trozado, puede ser de riesgo en la
elaboracion de sus derivados. En este aspecto, se han detectado varios productos

procesados de origen aviar incluyendo mortadelas, arrollados, embutidos y hamburguesas
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contaminados con Listeria spp. y particularmente con una alta incidencia de L. ivanovii
(Alsheikh et al., 2013).

Respecto a la prevalencia de L. monocytogenes en distintos periodos del afio, se
sugiere que esta fue independiente de la época en que se realizaron los muestreos. Esto
concuerda con Ayaz et al., (2009) quienes no encontraron variacion estacional en la
deteccion de L. monocytogenes en las carcasas de pollo analizadas.

Aunque el aislamiento e identificacion de L. monocytogenes 0 sus especies
relacionadas no se efectia de manera rutinaria en las canales de pollo o en sus respectivos
cortes, el relevamiento microbioldgico realizado en este Trabajo, resulta primordial para
determinar las condiciones de higiene en que los productos carnicos de origen aviar llegan
al consumidor. Por otra parte, desde un enfoque epidemioldgico y considerando el rol que
L. monocytogenes representa en la salud publica, los resultados presentados sefialan un
potencial peligro para las personas que pertenecen a los grupos de riesgo.

Si bien no se registran antecedentes de toxiinfecciones ocurridas por L.
monocytogenes, las investigaciones realizadas en la ciudad de Bahia Blanca son escasas
en cuanto a la deteccion de Listeria spp. en alimentos. Ademas, ninguna ha sido
relacionada especificamente con la carne de pollo. Los analisis microbioldgicos llevados
a cabo por Marzocca et al., (2004) confirmaron la presencia de L. monocytogenes tanto
en fiambres envasados al vacio como en muestras ambientales provenientes de sitios de
procesamiento y venta. Por su parte, los estudios hechos por Cardillo et al., (2009)
resultaron negativos para la presencia de esta bacteria al muestrearse superficies de
trabajo de una planta frigorifica local. Sin embargo, en el afio 2020 se ordeno el retirode
mercaderia proveniente de una cadena de supermercados, al constatarse la presencia de

L. monocytogenes en un lote de helados (ANMAT, 2020).
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En concordancia a los estudios realizados por Ramirez Mérida et al., (2009) quienes
afirman que la presencia de L. monocytogenes no se vincula al local de expendio, en este
Trabajo de Tesis se demostr6 que la deteccion de Listeria spp. es independiente del
tamafio del comercio. Esto también se asocia a la distribucion ubicua de todas las especies
del género, en diferentes sectores de la cadena productiva; los estudios de Osaili et al.,
(2011) constataron la presencia de Listeria spp. tanto en pollo crudo como en productos
cocidos indistintamente del local de expendio. Sin embargo, las investigaciones
realizadas por Goh et al., (2012), exhiben resultados diferentes dependiendo del origen de
las muestras; con una mayor ocurrencia de contaminacién en supermercados
comparados con locales menores.

La evaluacion realizada en esta Tesis revela que tanto L. monocytogenes como las
especies acompafantes identificadas, pueden ser indicadoras de la calidad microbiolégica
de la carne de pollo. Esto podria funcionar también como una medida indirecta del nivel
de higiene presente en las distintas etapas de procesamiento y mantenimiento de la cadena
de frio. Por otra parte, debido a que la presencia de Listeria spp. no garantiza la seguridad
microbiologica de un alimento (Pérez Castellanos, 2004), los resultados obtenidos
evidenciarian fallas en las medidas de control tendientes a eliminar potenciales patégenos.
Si bien los alimentos relacionados con la presencia de L. monocytogenes se vinculan en
su mayoria a productos listos para el consumo (McLauchlin 2004; Figuera et al., 2005;
Mufioz et al, 2011), los resultados indican que la carne de pollo cruda constituye un
sustrato propicio para su crecimiento y/o supervivencia. Esto posiblemente se deba a las
caracteristicas fisicoquimicas de la carne aviar, las cuales influyen favorablemente en el
establecimiento de las especies aisladas (Pradhan et al., 2012; Vasconcelos

Fernandes, 2016).
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Finalmente, la diferenciacion entre especies de Listeria mediante la metodologia de
identificacion fenotipica, seria de relevancia en varias investigaciones para confirmar los
andlisis moleculares. Segun los resultados del presente estudio, todas las cepas aisladas
de L. monocytogenes presentaron hemolisis en agar sangre, lo que refleja en parte el
potencial de virulencia de los aislamientos. Esto contrasta con las investigaciones hechas
por Moura et al., (2019) quienes reportan aislamientos que presentan falsos negativos en
el test de hemolisis. Por su parte, el grupo de Kureljusi¢ et al., (2017) destaca que los
ensayos de hemdlisis deben complementarse con otras pruebas bioquimicas para ser tan
eficientes como las técnicas de deteccion molecular. De acuerdo a esto, los estudios
presentados aqui, revelaron tanto la presencia como la actividad enzimatica de Listeria
spp., siendo estas caracteristicas necesarias para corroborar la viabilidad de los

aislamientos y evaluar un potencial problema sanitario.
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CAPITULO Il: COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS AISLADAS DE L.

MONOCYTOGENES EN CONDICIONES DE ESTRES SALINO

1. Capacidad adaptativa de L. monocytogenes en los alimentos en general

L. monocytogenes posee la capacidad de sobrevivir condiciones ambientales que
podrian resultar adversas a otros agentes productores de ETA. A pesar de crecer sobre
diferentes sustratos alimenticios, la coccion es el medio eficaz para desactivar la bacteria.
En carne cruda se ha determinado que una temperatura de 70° C durante 2 minutos es
suficiente para eliminarla (Carlier et al., 1996).

Los tratamientos de conservacion basados en atmosferas controladas que emplean
dioxido de carbono (CO2) y nitrogeno (N2), pueden ser resistidos por L. monocytogenes
por su habilidad para desarrollarse en entornos faltos de oxigeno (Sewell et al., 2015).
Del mismo modo, se ha encontrado que esta bacteria puede crecer en productos carnicos
refrigerados almacenados al vacio y aumentar su poblacién exponencialmente (Schmidt
& Kaya, 1990).

Un factor de importancia en la sobrevivencia de L. monocytogenes, es el contenido
graso del alimento. Se ha demostrado que la bacteria presenta resistencia térmica bajo
estas condiciones, soportando las altas temperaturas (Doyle et al., 2001). Por otro lado,
las temperaturas subletales pueden determinar la activacion de proteinas de shock térmico
en L. monocytogenes. Este mecanismo intrinseco contribuye a reducir la sensibilidad a
los tratamientos de pasteurizacion (Pitt et al., 1999).

Una caracteristica relevante es que L. monocytogenes puede tolerar eficientemente
condiciones de alta osmolaridad. La propiedad de soportar la desecacién, posibilita que
este microorganismo esté presente en aquellos alimentos con elevado potencial

osmético de larga vida Util como los chacinados, embutidos, quesos u otros productos
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procesados (Gardan et al., 2003; Signorini et al., 2017). Las investigaciones han
evidenciado que L. monocytogenes puede sobrevivir en ambientes de hasta un 20 %
p/v de cloruro de sodio (NaCl) (Marzocca et al., 2004; Muhterem Uyar et al., 2018) y
en las concentraciones de nitrito permitidas en los alimentos (Rocourt & Cossart., 1997).
De hecho, se ha constatado que los aislamientos provenientes de alimentos presentan
una mayor adaptacion al estrés osmético comparado con otras fuentes (Ribeiro &
Destro, 2014). En este aspecto, los aislamientos de origen alimentario podrian soportar
hasta 10 % p/v de NaCl, aunque el crecimiento depende de la concentracion
(Swaminathan et al., 2007).

Especificamente, el NaCl es una sal comunmente utilizada en la industria alimentaria
para conservar los alimentos y controlar el crecimiento bacteriano. Sin embargo,
actualmente las tendencias vinculadas a razones de salud estan promoviendo reducir las
concentraciones de NaCl en los alimentos, lo que podria promover la sobrevivencia y el
crecimiento de L. monocytogenes (Ribeiro & Destro, 2014). En este sentido, las
industrias deberian llevar a cabo nuevas estrategias para garantizar la seguridad
alimentaria de la poblacién.

La dependencia entre el contenido de NaCl y la conservacion se establece por la
disponibilidad de agua presente en el alimento. Este factor estd determinado por la
concentracion de solutos en la fase acuosa del producto y a excepcion de los
microorganismos xerofilos, osmofilos o halofilos, influye de forma determinante en las
funciones metabdlicas de la mayoria de los microorganismos, afectando su
proliferacion.

Asi, la adicion de solutos como el NaCl reduce la actividad agua del alimento lo
cual puede limitar el desarrollo de microorganismos indeseables o patdgenos como L.

monocytogenes. La variable aw difiere segun la matriz alimentaria; siendo las carnes,
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hortalizas, pescados, las frutas y verduras frescas, los alimentos con mayores valores de
aw (entre 0,98 o superior) y en consecuencia los que presentan mayores riesgos de

contaminacion (de la Fuente Salcido & Barboza Corona 2010).
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2. HIPOTESIS

Algunas tecnologias habitualmente empleadas en el procesado y conservacion de los
alimentos, asi como ciertas condiciones generadas a lo largo de la cadena productiva,
pueden influir en el estado fisiol6gico de L. monocytogenes. Esto conduciria a la seleccion
de subpoblaciones bacterianas resistentes al estrés y posiblemente con mayor capacidad
de virulencia que las cepas procedentes de ambientes naturales. Lo mencionado, puede
producirse especialmente en el sector industrial a causa de diversos factores:
refrigeracion, ciclos de congelamiento, tratamiento con sal y acidos organicos,
deshidratacién, exposicién a desinfectantes y sustancias antimicrobianas, entre otros
(Kathariou 2002; Navas et al., 2005; Jantzen et al., 2006). Esto condujo a suponer que
los aislamientos obtenidos de L. monocytogenes podrian presentar caracteristicas
fenotipicas particulares en cuanto a la tolerancia al estrés osmotico. Por este motivo se

formulo la siguiente hipotesis:

> Debido a la presion selectiva que pueden ejercer los manejos intensivos
generados en el sector industrial avicola y habiendo constatado la presencia de
L. monocytogenes en la carne de pollo refrigerada, las cepas de L.
monocytogenes aisladas de los cortes de pollo pueden tolerar distintas
condiciones de osmolaridad y diferir en cuanto a su nivel de susceptibilidad al

NaCl.
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3. OBJETIVOS

De acuerdo a los criterios mencionados y debido a la carencia de estudios de
caracterizacion fenotipica sobre cepas de L monocytogenes aisladas de carne de pollo se

propusieron los siguientes objetivos:

3.1 Objetivos generales:
» Evaluar el comportamiento de las cepas aisladas en distintas concentraciones de
NaCl.

> Determinar si los aislamientos difieren en el nivel de susceptibilidad al NaCl.

3.2 Objetivos particulares:
» Comparar los recuentos obtenidos de cada aislamiento en dos concentraciones
salinas: 1,5% Yy 3 % p/v de NaCl.
» Determinar si existen aislamientos mejor adaptados que otros a las concentraciones

de NaCl evaluadas.
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4. METODOLOGIA

Luego de efectuados los estudios taxondmicos, los 13 aislamientos de L.
monocytogenes obtenidos se cultivaron en diferentes condiciones de salinidad con el fin
de analizar posibles diferencias en la capacidad de crecimiento in vitro e inducir una
posible variabilidad fenotipica intraespecifica. Para esto, las cepas inicialmente aisladas
en ATS se repicaron en cultivo fresco y se incubaron durante 24 horas. La evaluacion de
la aptitud en NaCl, se realiz6 a dos concentraciones salinas empleando el medio Caldo
Triptona Soja (CTS) (Anexo 1.14) ajustado a pH final de 7,3. Se prepararon dos matraces
con el caldo de cultivo mencionado y se agreg6 a cada uno NaCl hasta conseguir una
concentracion final de 1,5 % y 3 % p/v respectivamente. En la preparacién de los
medios, se tom6 en cuenta la cantidad de NaCl del CTS para asi obtener las
concentraciones requeridas de sal. Los medios fueron fraccionados en tubos y
esterilizados en autoclave a 1 atm durante 15 minutos (121 °C).

Para la siembra, se inocularon 3 tubos por aislamiento para cada condicién. Con el
fin de estandarizar el indculo inicial, los caldos se homogenizaron mediante agitacion
hasta obtener una turbidez igual a 0,5 en la escala McFarland Standard (McFarland,
1907) (Biomerieux) (Anexo 3). Posteriormente, los tubos se llevaron a incubar en estufa
a 37 °C durante 48 horas. En cada condicion, se determind el recuento en placa
empleando el método de las diluciones seriadas con Buffer Fosfato Salino (BFS) (NaCl
0,806 % p/v) (Anexo 1.15). La siembra en placa se realiz6 en ATS a razon de 0,1 mL
por caja. Los resultados se expresaron en log UFC/mL, considerando un promedio de

tres réplicas.
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4.1 Andlisis estadistico

La evaluacion de los datos se realiz6 mediante el Anlisis de la Varianza (ANOVA)
Doble Mixto (nivel de confianza del 95 %) utilizando el programa estadistico estandar
InfoStat System (Cordoba, Argentina) (Di Rienzo et al., 2013). Dentro de cada
condicion, se evalud la variabilidad entre los aislamientos tomando la variable “cepa”
como factor aleatorio. Para analizar el comportamiento de cada aislamiento en las
concentraciones de estudio, se consider6 la variable “cepa” como valor fijo. Las medias
de cada tratamiento fueron separadas mediante la prueba de comparacion multiple de

Fisher (test de diferencias minimas significativas (DMS)).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Variabilidad fenotipica de las cepas aisladas de L. monocytogenes creciendo en
dos concentraciones de NacCl

Los 13 aislamientos evaluados de L. monocytogenes fueron identificados con letras y
nameros y se denominaron: B7, C5, G1, G7, GG5, HH5, L5, N7, R7, U1, V7, W1y Z1
(Anexo 2).

Los resultados obtenidos para la condicién de 1,5 % p/v de NaCl a las 48 horas se
describen en la Tabla 2.1. Para dicho periodo y tratamiento se puede observar que las
cepas V7 (6,67 log UFC/mL £ 0,577), GG5 (7,33 log UFC/mL + 0,577) y R7 (7,67 log
UFC/mL + 1,155) presentaron el menor recuento y se diferenciaron significativamente
de los demas aislamientos. Por su parte, las cepas G7 (12 log UFC/mL + 1) y HH5 (13
log UFC/mL £ 1) mostraron el mayor recuento con respecto al resto, aunque la primera
no difirié de B7 (11,33 log UFC/mL).

En tanto, el 53,84 % de los aislamientos en estudio, correspondiente a las cepas C5,
G1, L5, N7, Ul, W1 y Z1 exhibieron un comportamiento similar y respondieron
uniformemente al nivel de salinidad de 1,5 % p/v. Estas cepas presentaron recuentos
intermedios respecto a las mencionadas anteriormente con valores que oscilaron entre
8,33 y 9,33 log UFC/mL. Puede observarse a esta concentracion de NaCl, que el
recuento en placa obtenido difirié segun la cepa estudiada, encontrandose variabilidad

entre los aislamientos.
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Tabla 2.1 Recuento en placa de los aislamientos de L. monocytogenes en la condicion 1,5 %
p/v de NaCl durante 48 horas.

Cepas Recuento (log UFC/mL)
B7 11,33 +£1,527d
C5 8,67 £ 0,577 bc
Gl 8,67 £ 0,577 bc

GG5 7,33 +£0,577 ab
G7 12+ 1de

HHS5 13+1e
LS5 8,67 + 0,577 bc
N7 8,67 £ 0,577 bc
R7 7,67 £ 1,155 ab
Ul 8,33+ 0,577 bc
V7 6,67 £ 0,577 a
W1 8,67 £ 0,577 bc
Z1 9,33+1,155¢

Referencias: Los datos se expresan como promedio + SD de tres repeticiones en tres
determinaciones independientes. Valores seguidos por la misma letra no difieren
significativamente (DMS, p > 0,05).

En la Tabla 2.2 se observan los resultados obtenidos para la condicion de 3 % p/v de
NaCl a las 48 horas de evaluacion. A dicha concentracion, los aislamientos GG5
(5,67 log UFC/mL + 0,577), W1 (6 log UFC/mL =+ 1), C5 (6,33 log UFC/mL + 0,577),
V7 (6,33 log UFC/mL £ 0,577) y N7 (6,67 log UFC/mL £ 0,577) presentaron el menor

crecimiento respecto a las demas cepas estudiadas. Los mayores recuentos se observaron
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nuevamente en los aislamientos G7 y HH5 (ambas con 11,67 log UFC/mL + 0,577). Por
su parte, las cepas B7 (7,33 log UFC/mL £ 0,577), L5 (7,67 log UFC/mL £ 0,577) y R7
(7,67 log UFC/mL % 0,577) no presentaron diferencias significativas entre ellas al igual
que Z1 (10 log UFC/mL £ 1) y G1 (9,33 log UFC/mL + 0,577), aunque estas dos

Gltimas difirieron claramente del resto.

Tabla 2.2 Recuento en placa de los aislamientos de L. monocytogenes en la condicion 3 %

p/v de NaCl durante 48 horas.

Cepas Recuento (log UFC/mL)
B7 7,33 +£0,577 bed
C5 6,33 £ 0,577 ab
Gl 9,33+0,577 ¢

GG5 5,670,577 a
G7 11,67 £ 0,577 f
HHS 11,67 £ 0,577 f
LS 7,67 £ 0,577 cd
N7 6,67 + 0,577 abc
R7 7,67 £0,577 cd
Ul 8+1d
V7 6,33+ 0,577 ab
W1 6+1la
Z1 10+1e

Referencias: Los datos se expresan como promedio + SD de tres repeticiones en tres
determinaciones independientes. Valores seguidos por la misma letra no difieren

significativamente (DMS, p > 0,05).
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Los estudios realizados permitieron establecer que hubo diferencias significativas
en el comportamiento de las cepas en las dos concentraciones de NaCl estudiadas. Esto
pudo determinar la variabilidad fenotipica que presentaban los aislamientos al estar
sometidos a condiciones de salinidad elevada. De los analisis, se deduce que en ambas
concentraciones (1,5 y 3 % p/v respectivamente) los aislamientos que presentaron una
mejor performance fueron las cepas G7 y HH5, ya que luego de los ensayos se
obtuvieron los maximos recuentos. En tanto, las cepas GG5 y V7 fueron las mas
susceptibles en los niveles de NaCl estudiados, obteniéndose recuentos inferiores
respecto a los demaés aislamientos.

Por otra parte, los aislamientos se comportaron de manera especifica segun la
condicion osmdtica en la cual crecian (Figura 9). En la Tabla 3 puede observarse el
recuento obtenido para cada aislamiento en las condiciones de NaCl evaluadas. Los
resultados mostraron que 8 de las 13 cepas evaluadas (61 %) mantuvieron su habilidad
de crecimiento al 3 % p/v de NaCl con recuentos similares a los obtenidos con 1,5 % p/v
de NaCl. Sin embargo, el resto de los aislamientos (39 %) presentaron recuentos
inferiores cuando crecian en una concentracion de NaCl mas elevada, sugiriendo que
estas cepas podrian estar menos adaptadas y ser mas sensibles que las primeras y a priori
resultar menos problematicas para su control. Particularmente, las cepas G1, G7, HH5,
L5, R7, U1, V7 y Z1 no sufrieron cambios significativos en su recuento poblacional
cuando crecieron en una condicion de mayor osmolaridad. Posiblemente, estas cepas
sean mas resistentes a niveles osmoticos elevados al presentar mecanismos que le
permitan adaptarse al estrés salino. De interés, la cepa V7 si bien presentd bajos
recuentos respecto al resto, su crecimiento no se vio afectado a altas concentraciones de
NaCl. Por su parte, las cepas B7, C5, GG5, N7 y W1 evidenciaron diferencias

significativas en los recuentos obtenidos cuando las concentraciones de
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NaCl superaban el 1,5 % p/v. En este caso, al aumentar el doble la concentracion salina
en el medio de cultivo, se observd una notable reducciéon de crecimiento, sugiriendo

que estas cepas son mas sensibles a las condiciones osméticas elevadas de NaCl.

Tabla 3. Recuento en placa de los aislamientos de L. monocytogenes creciendo en dos

concentraciones de NaCl durante 48 horas.

Cepas Recuento (log UFC/mL) Recuento (log UFC/mL)
B7 11,33Db 7,33 a
C5 8,67 b 6,33 a
Gl 8,67 a 9,33a

GG5 7,33b 5,67 a
G7 12a 11,67 a

HH5 13 a 11,67 a
L5 8,67 a 7,67 a
N7 8,67 b 6,67 a
R7 7,67 a 7,67 a
Ul 8,33 a 8a
V7 6,67 a 6,33 a
W1 8,67 b 6a
Z1 9,33 a 10 a

Referencias: Los datos se expresan como promedio = SD de tres repeticiones en tres
determinaciones independientes. Valores seguidos por la misma letra dentro de cada fila no

difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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Figura 9. Comportamiento de las 13 cepas de L. monocytogenes ensayadas creciendo en 2
condiciones de NaCl (1,5 y 3 % p/v) durante 48 horas.

Los resultados presentados aqui marcan un efecto diferencial del potencial osmético
en el crecimiento de las cepas evaluadas. Esto sugiere la existencia de plasticidad
fenotipica dentro de una misma especie bacteriana y demuestra diferentes niveles de
tolerancia al NaCl dentro de los aislamientos estudiados.

La variabilidad obtenida en los recuentos segun las condiciones del medio sugiere
considerar patrones ecoldgicos especificos de cada aislamiento en particular. En
concordancia con los estudios presentados aqui, los recuentos podrian estar relacionados

a los parametros cinéticos que determinan el crecimiento de un microorganismo,
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especificamente el tiempo de latencia, el tiempo de generacion y la velocidad de
crecimiento. Los estudios realizados por Madigan et al., (1997) sostienen que tanto las
condiciones ambientales (composicion del medio) como el genotipo, influencian la fase
de crecimiento exponencial del microorganismo. Por esta razon, los cambios en el
medio fisicoquimico pueden alterar estos parametros y condicionar el recuento
poblacional de la cepa en estudio (Zwietering et al., 1994; McMeekin et al., 2002).

En este estudio para la realizacion de los ensayos se emplearon cultivos frescos de
24 horas para promover la activacion de las cepas, lo que probablemente redujo la
posibilidad de una fase de latencia larga inducida por estrés (Whiting & Bagi, 2002).
Esto también concuerda con los estudios realizados por Augustin et al., (2000) quienes
asumen que los cultivos de L. monocytogenes que crecen activamente se ajustan de
forma mas rapida a los cambios que aquellos extraidos de la fase de latencia o la fase
estacionaria.

Por otro lado, la respuesta al estrés salino y en consecuencia al estrés hidrico, podria
estar determinada por diversos factores, entre los que se incluye las condiciones previas
a las que estuvo sometido el microorganismo. En este aspecto, el fenotipo bacteriano
puede depender de la historia fisiologica de la poblacion (Buchanan & Cygnarowicz,
1990; McMeekin 1993). Asimismo y en concordancia con otras investigaciones (Gray
et al., 2004; Ward et al ., 2004; Bergholz et al., 2018), las caracteristicas fenotipicas de
cada cepa en particular observadas en el presente estudio, pueden tener relacion con los
ambientes donde estos microorganismos desarrollaron sus nichos ecolégicos antes de
contaminar la carne de pollo. Los estudios realizados por Poimenidou, et al., (2016)
sugieren que la respuesta adaptativa al estrés osmdtico de L. monocytogenes, esta
condicionada por el ambiente de pre-exposicion. En contrapartida, los estudios

realizados por Kale et al., (2017) establecen que no hay una correlacién entre la
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tolerancia al estrés osmético de los aislamientos de L. monocytogenes y la fuente de
origen, aunque la tolerancia puede estar vinculada a serotipos especificos.

Los resultados obtenidos en esta Tesis, revelan la necesidad de considerar distintos
patrones fenotipicos aln dentro de aislamientos provenientes de una misma fuente. Si
bien existen estudios vinculados al crecimiento de L. monocytogenes frente a diversos
factores para predecir su comportamiento (Valero et al., 2007; Carrasco et al., 2007),
adecuar la inestabilidad intraespecifica entre los aislamientos, es fundamental para una
informacion mas precisa en el estudio del patdgeno. Debido a esta heterogeneidad, los
resultados presentados aqui, revelan que L. monocytogenes presenta variabilidad
fenotipica dentro de la misma poblacion y sugieren que no todas las cepas pueden ser
representativas para la construccion de modelos predictivos. En concordancia a esto,
Begot et al., (1997) observaron diferencias fenotipicas en cepas de L. monocytogenes
aisladas de productos carnicos creciendo bajo diferentes condiciones de actividad agua.
Estos autores sugirieron que la variabilidad observada entre las cepas podria plantear
interrogantes en la evaluacion cuantitativa del riesgo. Por otra parte, esta variabilidad
fenotipica también puede evidenciarse aun dentro de un mismo serotipo frente a
variables fisicas (Pin et al., 2001).

Por otro lado, la tolerancia de L. monocytogenes al NaCl ha sido relacionada con la
temperatura de crecimiento. Se ha establecido que las temperaturas altas son mas
perjudiciales en la adaptacion al estrés osmotico en algunos aislamientos comparado
con las temperaturas de refrigeracion (Trepat Quilez, 2002). Los estudios realizados
por Bergholz et al., (2010) asumen que cepas provenientes de distinto linaje, solo
presentan diferencias en el crecimiento a 37 °C. Debido a que, en los ensayos realizados
aqui, se emplearon solo temperaturas de incubacion de 37 °C, se podria sugerir que las

cepas fueron sometidas a un doble efecto de estrés, aumentando ain mas la seleccién de
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cepas adaptadas de acuerdo a los resultados obtenidos. En efecto, Cole et al., (1990)
sefialan que a una concentracion entre 2 y 2,5 % p/v de NaCl, se necesita una
temperatura de 10 °C para el adecuado crecimiento de L. monocytogenes.

Debido a que actualmente se promueve el consumo de alimentos con bajos niveles
de NaCl, las concentraciones empleadas en este Trabajo para evaluar la tolerancia
osmética de L. monocytogenes fueron menores que las que se describen en otros
estudios. Sin embargo, esta bacteria tiene capacidad de crecer en medios con 10 % p/v
de NaCl, sobrevivir en soluciones hasta 20-30 % p/v de NaCl o detectarse en sal pura
después de 150 diasa 22 °C (Gnanou Besse et al., 2000; Duché et al., 2002). Segun los
datos del presente estudio, la discrepancia observada en la capacidad de proliferacion de
cada cepa, posiblemente indique diferencias en el estado de adaptacion o tolerancia al
NaCl. Asi, el efecto negativo de osmolitos sobre las cepas mas sensibles y la falta de
esta respuesta en otras, puede ser explicado por la capacidad de la bacteria de hacer
frente al estres salino, el cual produce una reduccién sustancial de la actividad agua del
medio (dos Santos, 2007). Este factor influye en mayor o menor medida en la
sobrevivencia y crecimiento bacteriano y juega un rol fundamental en la resistencia a las
condiciones de alta osmolaridad del medio. Sin embargo, a pesar de haber obtenido
diferencias en el recuento tras las condiciones ensayadas, en todos los cultivos
realizados fue posible obtener bacterias viables de los aislamientos, evidenciando la
capacidad osmotolerante de L. monocytogenes. Varios estudios sugieren que los
mecanismos de tolerancia se basan en la acumulacion de trimetilaminoécidos como la
carnitina y la betaina (trimetilglicina) a través de transportadores especificos, los cuales
participan también en la criotolerancia. Estos osmolitos podrian ser adquiridos de los
alimentos al igual que la prolina, previniendo dafos estructurales y funcionales

causados por el estrés osmatico (Duché et al., 2002; Sleator et al., 2003; Burgess et al.,
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2016). De interés para los estudios presentados, la carne de pollo puede presentar altos
niveles de estos osmoprotectores comparados con otros alimentos (de Zwart et al., 2003),
lo que posiblemente explique la capacidad adaptativa al NaCl de los aislamientos
durante los ensayos realizados. Otras estrategias incluyen la expresion de
carboxipeptidasas que escinden enlaces cruzados de peptidoglucano, el antiportador
Mrp, involucrado en el transporte de Na "/H * o la activacion de factores de
transcripcion especificos (Bergholz et al., 2012; Ribeiro et al., 2014). Por otro lado,
considerando que las cepas evaluadas fueron aisladas de carne de pollo refrigerada, la
aclimatacion previa a condiciones suboptimas (bajas temperaturas) pudo haber resultado
favorable en la osmotolerancia posterior, produciéndose un efecto de proteccion
cruzada (Bucur et al., 2018). Segin Francois et al., (2007), la preincubacion de L.
monocytogenes en condiciones de baja temperatura genera una fase de letargo mas corta
promoviendo resistencia al estrés. Por su parte, los estudios realizados por Bergholz et
al., (2010) concuerdan que el comportamiento de L. monocytogenes en condiciones de
alta salinidad (6 % p/v NaCl) es mejor cuando las cepas son previamente expuestas a
temperaturas de refrigeracion. Respecto a esto, se ha propuesto que los mecanismos
empleados para resistir condiciones de bajas temperaturas participan también en la
tolerancia a la osmolaridad elevada (Raimann et al ., 2009; Schmid et al ., 2009). Por lo
tanto, la induccion al frio podria promover la expresion de genes que involucran
transportadores de solutos, de importante participacion en el estrés salino posterior
(Bayles & Wilkinson, 2000).

En correlacion con los resultados presentados aqui, la variabilidad fenotipica ha
sido demostrada en diversos estudios. Bergholz et al., (2010) encontraron diferencias en
los pardmetros de crecimiento trabajando con aislamientos de L. monocytogenes. Estos

autores asociaron las diferencias fisioldgicas a componentes genéticos y a la historia
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evolutiva de cada cepa segun la filogenia. En este aspecto, se ha demostrado que las
cepas de distinto linaje ademéas de su divergencia genética pueden diferir en su
resistencia al estrés, presentando caracteristicas fenotipicas especificas en condiciones
de cultivo (Nightingale et al ., 2006; Barmpalia Davis et al., 2008). Incluso estas
diferencias pueden manifestarse dentro de un mismo linaje, debido a factores
epigenéticos (Bergholz et al., 2018). En este estudio, si bien no se analizaron las cepas
por linaje, la variabilidad fenotipica observada en los aislamientos estudiados, podria
estar relacionada al linaje correspondiente y en consecuencia a su genoma (Bergholz et
al., 2010). Por otro lado, los mecanismos procariotas para desarrollar variacion genética
natural como la conjugacion o la transformacion (den Bakker et al., 2008), no deberian
descartarse para explicar la fisiologia y la capacidad adaptativa especifica de las cepas
evaluadas. De interés para los resultados presentados, los estudios realizados por
Katharios Lanwermeyer et al., (2012) sostienen que las Listeria spp. no patogénicas
podrian funcionar como reservorio de genes de resistencia al estrés y luego ser
transferidos por conjugacion a L. monocytogenes.

Por otra parte, el estudio de la variabilidad fenotipica en L. monocytogenes es
destacada por la Division de Productos de Salud y Alimentos de Health Canada (HPFB,
2011). Este Organismo Internacional recomienda que, debido a las diferencias en los
patrones de crecimiento y sobrevivencia que presentan algunos de los aislamientos, los
disefios experimentales deberian realizarse con un pool de al menos tres a cinco cepas
diferentes.

Desde el punto de vista epidemiolégico, los resultados presentados sugieren que las
cepas no afectadas por el aumento en la osmolaridad del medio (G1, G7, HH5, L5, R7,
U1, V7 y Z1) podrian adaptarse efectivamente al medio gastrointestinal del huésped,

tomando en cuenta las condiciones de estrés osmotico propias de este ambiente. Esta
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relacion ha sido observada por otros investigadores (Kapetanakou et al., 2017). Por otro
lado, todas las cepas evaluadas fueron capaces de desarrollarse en condiciones de
salinidad creciente y a 37 °C (temperatura normal de mamiferos), sugiriendo ventajas
competitivas en cuanto a la sobrevivencia y posibilidad de infeccion. Incluso, ademas de
vislumbrar la aptitud de los aislamientos frente a los niveles osmoticos estudiados, los
ensayos realizados también indujeron indirectamente el comportamiento de las cepas al
ion cloruro (CI"). Se ha demostrado que la presencia de este anion en el fagosoma,
genera una sefial de escape para L. monocytogenes favoreciendo su ciclo intracelular
dentro del huésped (Radtke et al., 2011). En este aspecto, las caracteristicas fenotipicas
observadas, pueden ser de utilidad en estudios preliminares para determinar el
potencial patégeno de las cepas de L. monocytogenes presentes en la carne de pollo.
Respecto a esto, se ha establecido una asociacion entre determinados fenotipos
resistentes a estrés y su capacidad de virulencia (Bergholz et al., 2018). Asimismo, y en
concordancia con las investigaciones realizadas por Angelo et al., (2017) y Kremer et
al.,, (2017), las cepas que resultaron mejor adaptadas a las condiciones ensayadas,
podrian presentar caracteristicas propias que le permitan sobrevivir en determinados
ambientes de la industria y contaminar con mas frecuencia los alimentos. Por otro lado,
los resultados obtenidos sugieren que el empleo de NaCl podria ser efectivo para inhibir
la proliferacion de aquellas cepas sensibles, las cuales disminuyeron su recuento cuando
la concentracion de esta sal aument6 al 3 % p/v (B7, C5, GG5, N7 y W1). Este principio
funcionaria como control microbiano en la industria alimentaria, especialmente en la
elaboracion de productos procesados de pollo que presentan niveles osméticos elevados.
Contrariamente, en el resto de las cepas esta estrategia no seria de utilidad, debido a que
la mayor concentracion salina ensayada no modificd la densidad microbiana, lo que

sugiere que dichas cepas poseen tolerancia a condiciones de estrés osmotico o presentan
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plasticidad frente a los cambios de actividad agua del medio donde se desarrollan.

Los estudios presentados aqui, muestran que la tolerancia al NaCl en L.
monocytogenes puede variar considerablemente entre las cepas. Esto concuerda con
otras investigaciones donde la variabilidad fenotipica ha sido examinada dentro de
complejos clonales, linajes y serotipos (Ribeiro & Destro 2014; Hingston et al., 2017).
En tanto, dentro del rango de las concentraciones de NaCl estudiadas, los resultados
obtenidos pueden contrastar con otros autores. Esto se atribuye a que la mayoria de los
estudios se basan en ensayos con cepas de referencia (Thomas & Wimpenny 1996;
Acosta Chavez, 2015), las cuales pueden presentar caracteristicas ecoldgicas muy
diferentes respecto a los aislamientos provenientes de la carne de pollo.

En correlacion a los resultados obtenidos, los estudios realizados por Chukwu et
al., (2007) sostienen que las bajas concentraciones de NaCl son inefectivas sobre el
control L. monocytogenes e incluso favorecerian la recuperacion de cepas estresadas.
Por lo expuesto, esto podria tener implicaciones desfavorables para la salud publica.
Por otra parte, Malekmohammadi et al.,, (2017) sefialan que las cepas de L.
monocytogenes habituadas al estrés osmotico por NaCl, adquieren resistencia a los
tratamientos con nisina.

Los resultados obtenidos indican que dentro de las 13 cepas evaluadas de L.
monocytogenes, existe heterogeneidad fenotipica, por lo tanto no todos los aislamientos
deben ser considerados similares al momento de evaluar parametros de control o al
realizar estudios de susceptibilidad. Estos resultados, tampoco descartan la existencia de
mas de un serotipo en los aislamientos ensayados, sugiriendo realizar mas evaluaciones
para determinar qué tipos de patrones moleculares presentan estas cepas y poder
establecer relaciones con muestras ambientales y clinicas.

Es probable, que la capacidad de adaptacion al aumento de salinidad del medio en

las cepas analizadas, se asocie con diversos factores presentes en la industria avicola,
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los cuales podrian ejercer un mecanismo de seleccion natural y regular de manera
especifica el comportamiento de L. monocytogenes. De este modo, es posible que estos
condicionantes repercutan posteriormente en el crecimiento in vitro de cada aislamiento

frente a concentraciones crecientes de NacCl.
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CAPITULO 111

INCIDENCIA DE LA DIETA EN EL
RECUENTO DE BACTERIAS
ACIDO LACTICAS (BAL)
PRESENTES EN EXCRETAS
DE POLLOS




CAPITULO IIl: INCIDENCIA DE LA DIETA EN EL RECUENTO DE
BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) PRESENTES EN EXCRETAS DE

POLLOS

1.1 Sustentabilidad en la produccion avicola y seguridad alimentaria

En la industria avicola, es comun el empleo de antibi6ticos promotores de
crecimiento (APC) de amplio espectro. Estos son utilizados en la dieta de las aves con
el fin de mejorar el desarrollo del animal, disminuir trastornos diarreicos y prevenir
enfermedades. A pesar de esto, el uso excesivo e inapropiado de los mismos, trajo como
consecuencia trastornos en el balance de la microbiota intestinal de los animales
(Barton, 2000). Asimismo, la presencia de residuos en los productos carnicos y en
el medio ambiente conduce a un incremento del riesgo en la seguridad alimentaria
(Errecalde, 2004).

La posibilidad de desarrollar resistencia cruzada por transferencia de poblaciones
bacterianas desde los animales a los humanos, derivo en la prohibicion del uso de los
APC en la Union Europea, USA y Australia (Peinado, 2015) y en la busqueda de
alternativas sustentables que puedan sustituirlos. Entre estas estrategias, surgio el
empleo de promotores de crecimiento a base de probioticos, acidos organicos, enzimas,
extractos vegetales, entre otros. Estos aditivos naturales en la dieta pueden modular el
desarrollo de diversos microorganismos intestinales indeseables, resultando inocuos
para la salud humana y el medio ambiente (Chila Covachina, 2014). Particularmente, la
utilizacion de probidticos en la dieta, constituyd una herramienta de manejo
prometedora y cuya eficacia fue evaluada en numerosos estudios (Mountzouris et al.,

2007; Awad et al., 2010; Shim et al., 2010).
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Asimismo, la implementacion de programas para minimizar el uso de antibidticos,
promovida por distintos grupos de investigacion y por la OMS (Organizacién Mundial
de la Salud) condujo al empleo de ingredientes no tradicionales en la alimentacion de
aves. El objetivo de estas técnicas, fue lograr que el alimento de los pollos ademas de
garantizar el crecimiento y desarrollo en el animal, contribuya a la obtencion de
productos nutracéuticos e inocuos desde el punto de vista de la salud publica. Por otro
lado, debido a que en todos los eslabones de la cadena productiva avicola intervienen
numerosos factores que influyen en la sustentabilidad del sistema, la dieta de los

animales constituye un pilar fundamental en este aspecto.

1.1.1 Uso de probidticos en la dieta de aves

Los probioticos se definen como microorganismos vivos que administrados en la
dieta pueden causar modificaciones en la microbiota asociada al tracto gastrointestinal
del hospedador y generar efectos benéficos en la produccion, en la resistencia a
enfermedades y en la salud del huésped (Mutus et al., 2006). Los microorganismos con
capacidad probidtica mas estudiados comprenden levaduras y bacterias. Entre estos se
destacan; Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus spp., Streptococcus spp. y Bacillus
spp. (Millan, 2007; Diaz Lopez et al., 2017). Particularmente, la utilizacién de
Bacillus subtilis como aditivo en la alimentaciéon animal ha sido considerada segura e
inocua (Medina Saavedra et al., 2017).

B. subtilis es una bacteria Gram positiva y anaerdbica facultativa que cominmente
es encontrada en el suelo. Puede proliferar en el tracto gastrointestinal, presentando
capacidad de exclusion competitiva contra microorganismos potencialmente patégenos
(Torres et al., 2015). Es tolerante a condiciones ambientales extremas debido a la

capacidad de formar una endospora resistente. Dicha caracteristica le confiere aptitud
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para soportar largos tiempos de almacenaje, altas presiones y temperaturas, de
importancia durante la manufactura del alimento balanceado. La EFSA (Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria) establece que B. subtilis es una especie con
evaluacion QPS (Qualified Presumption of Safety) por lo tanto es sensible a antibidticos
y no posee potencial toxigénico. Por este motivo, es considerada un aditivo seguro para
aves sin riesgo para el consumidor ni el ambiente (EFSA, 2007).

Las ventajas del empleo de probioticos en la produccién avicola, se basan en las
funciones benéficas que ejercen en la salud animal (Pourakbari et al., 2016). En la
interaccion con la microbiota intestinal, los probioticos pueden competir con patégenos
por sitios de union y nutrientes y algunos de ellos son capaces de producir sustancias

antimicrobianas (Lépez Acevedo et al., 2013).

1.1.2 Empleo de alimentos no tradicionales en la produccion avicola

Ciertos residuos agricolas provenientes de la industria pueden ser utilizados como
componentes de la dieta en la alimentacion animal, contribuyendo con un alto aporte de
proteina y acidos grasos esenciales. Entre estos se incluyen subproductos de la industria
aceitera como la harina de chia (Salvia hispanica L.).

La planta de chia es una especie anual de crecimiento estival originada de
Centroamérica y su cultivo se lleva a cabo en las provincias del noroeste argentino
(NOA) abarcando Catamarca, Salta, Jujuy, Tucuman y parte de Santiago del Estero y
Formosa. Debido al aumento en la produccién en los Gltimos afios, Argentina se situo
entre los tres principales productores del mundo de chia junto con Paraguay y Bolivia
(Scalise, 2014). Esto se debe a que sus semillas presentan importantes propiedades
nutricionales entre las que se destacan un alto nivel de acidos grasos esenciales con un

60 % de Omega 3 (&cido a-linolénico) y un 20 % de Omega 6 (&cido linoleico) (Suri et
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al., 2016). Las semillas también son fuente de proteina y fibra dietética y poseen
elevadas concentraciones de minerales. Tras la extraccion del aceite, la harina
resultante constituye un excelente producto para la alimentacion animal, siendo de
calidad superior a la harina de soja (Busilacchi et al., 2015). La harina de chia contiene
un 30 % de proteina compuesta de aminoacidos esenciales entre los que se destacan la
lisina, metionina y cistina. Presenta un elevado nivel de fibra (40 %) de la cual un 5 %
se encuentra como fibra soluble o mucilago (Peiretti & Gai, 2009). Este mucilago esta
constituido por un polisacarido no amilaceo de elevado peso molecular compuesto por
D-xilosa, D-glucosa, D-arabinosa, acido galacturonico y glucuronico (Timilsena et al.,
2016). La harina, ademés contiene compuestos polifendlicos con actividad antioxidante
entre los que se incluyen: acidos (protocatéquico, galico, clorogénico y cafeico),
flavonoides ( quercetina, kaempferol y epicatequina) y el glucosido rutina (Taga et
al., 1984; Marcinek & Krejpcio, 2017).

Los estudios sefialan que el aporte de acidos grasos saturados y en particular, el de
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la dieta de aves, promueve efectos beneficiosos
en las comunidades microbianas presentes en el ileon y ciego (Geier et al., 2009;

Seidavi & Simdes, 2015).

1.2 Rol de la microbiota intestinal de los pollos

Debido a que, en el pollo recién nacido el intestino delgado se encuentra en estado
inmaduro, su desarrollo requiere de cambios morfoldgicos, bioquimicos y moleculares.
Estas modificaciones relevantes ocurren durante las dos primeras semanas de vida,
estableciéndose una comunidad microbiana en creciente complejidad junto al desarrollo

de un perfil microbiano especifico en cada tramo del intestino (Gong et al., 2008).
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A diferencia de los sistemas de crianza extensiva, donde la colonizacion del aparato
digestivo de los pollos se da de manera espontanea por la microbiota del entorno, en la
produccion intensiva el tracto gastrointestinal (TGI) de las aves de engorde esta
influenciada principalmente por la dieta, el manejo y cuidado de los productores
(Peinado, 2013a). La poblacién de microorganismos del TGl se compone tanto de
hongos, protozoos y en su mayoria de bacterias. Dentro de este Gltimo grupo, las
especies méas abundantes corresponden al género Lactobacillus en primer lugar, y luego
a las familias Clostridiaceae, Streptococcaceae y Enterococcaceae (Londero, 2012). La
prevalencia del género Lactobacillus puede evidenciarse en diferentes zonas del TGI de
los pollos. Fuller & Brooker (1974) y Lu et al., (2003) constataron la presencia de
Lactobacillus spp. en el buche y en el ileon respectivamente. En tanto, la variabilidad en
la comunidad microbiana esta influenciada por la composicion quimica del alimento
digerido, por lo que la diversidad de la poblacion bacteriana cambia en las diferentes
regiones del intestino al igual que la densidad, aumentando desde la parte proximal a
la distal (Apajalahti & Kettunen, 2003).

Por otra parte, la integridad y salud intestinal del broiler (pollo de carne) juega un
rol fundamental en la produccién avicola, debido a que los parametros de peso y
conversion de alimento dptimas (performance productiva) en una determinada linea
genética, son altamente dependientes de la microbiota que presentan (Palacios, 2009).
En relacion a esto, una comunidad microbiana nativa “saludable” contribuye a disminuir
el costo energético en el huésped, manteniendo un sistema inmune activo contra
determinados patogenos (Diaz Carrasco et al., 2019). Sin embargo, la homeostasis
intestinal o eubiosis puede ser alterada frente a distintos estimulos de estrés resultantes
del manejo, como desequilibrios nutricionales, vacunaciones, suministro de antibidticos,

alta densidad de poblacion, cambios abruptos de temperatura y humedad,
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entre otros. Estos factores perturban el valor del pH intestinal e inducen cambios en la
microbiota (Viera Osorio, 2015). Cuando esto sucede en la produccion intensiva,
ciertos patdgenos pueden proliferar (Rondon et al., 2008; Lu et al., 2003) y colonizar el
intestino. Estos eventos conducen a respuestas inflamatorias, infecciones localizadas y
sistémicas o a la sintesis de compuestos toxicos, que pueden perjudicar la salud del
animal durante la crianza y/o provocar una zoonosis (Londero, 2012).

Determinadas enfermedades en la produccion avicola, pueden provocar pérdidas
econdémicas importantes. Por este motivo, en los Gltimos afos ha surgido el interés de
manipular la microbiota intestinal a través de la dieta, con el fin de prevenir la
colonizacién de enteropatogenos y aumentar el rendimiento productivo de los
animales (Blajman et al., 2015). Por otra parte, durante el sacrificio, gran parte de la
microbiota de las aves se mantiene, lo que puede desencadenar la contaminacién de
carcasas en los lugares de procesamiento de la carne. Como fue mencionado, especies
como L. monocytogenes son habitantes naturales en el intestino de aves, por lo que en
este aspecto las estrategias para su control deben ser fundamentales también para

garantizar la salud humana (McMullen & Freitag, 2015).

1.3 Generalidades de las Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Este grupo microbiano pertenece al filo Firmicutes y al orden Lactobacillales el cual
comprende alrededor de 20 géneros, dentro de los se incluyen los cuatro tradicionales:
Streptococcus (actualmente subdividido en Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus y
Enterococcus), Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. A los mencionados se
adicionan Weissella, Oenococcus, Tetragenococcus y Carnobacterium (Cintas et al.,

2001, Rojas & Vargas, 2008).
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Las BAL estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de
diversos ambientes, incluyendo: alimentos, suelo, agua de mar, entre otras fuentes. Son
habitantes naturales de la filosfera, como asi también del tracto digestivo (mucosas) y
genital de mamiferos (Azadnia et al., 2011). Este grupo comprende a un conjunto de
bacterias Gram positivas, no esporuladas e inméviles que en general, poseen morfologia
bacilar o cocoide. Son microorganismos microaerofilos o anaerobios facultativos y
carecen de complejos citocromos y catalasa sensu stricto (Monroy, 2009). La principal
caracteristica es que producen &cido lactico como principal producto del metabolismo
fermentativo (BAL homofermentativas) o &cido lactico y otros productos secundarios
como acetato, etanol y didxido de carbono (BAL heterofermentativas) (Savadogo,
2006). El primer grupo (Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus y Enterococcus)
posee la enzima fructosa-bisfosfato aldolasa, degradando los azlcares por la via
metabolica de Embden-Meyerhoff-Panas. En tanto, las bacterias heterofermentativas (L.
brevis, Leuconostoc, etc.) presentan enzimas fosfocetolasas (fructosa-6-fosfato
fosfocetolasa y xilulosa-5-fosfato fosfocetolasa) para metabolizar la glucosa, siendo
menos eficientes energéticamente (Hernandez et al., 2007; Galvez, 2007).

De acuerdo a su temperatura ideal de crecimiento, las BAL pueden clasificarse en
especies mesofilas o termdfilas (Bertrand et al., 2003). Las primeras se desarrollan
Optimamente entre los 20 y 25 °C con un tiempo de incubacion entre 18 y 20 horas.
Mientras que las especies termofilas como Lactobacillus casei, L. plantarum y L.
acidophilus crecen mas favorablemente a temperaturas entre 40y 45 °C (Blanco et
al., 2006).

Las BAL presentan la capacidad de sobrevivir y desarrollarse en ambientes de bajo
pH. Este mecanismo esta favorecido por un sistema de transporte simultaneo de acido

lactico y de protones al exterior celular, el cual ademas de contribuir con la
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homeostasis del pH interno, origina energia (Vasquez et al., 2009). EI metabolismo de
las BAL es quimiorganotréfico, por lo que utilizan carbohidratos fermentables y
alcoholes como fuentes de carbono y energia. Sin embargo, debido a su limitada
capacidad biosintética, las BAL son nutricionalmente exigentes. Por este motivo, para
su crecimiento requieren determinados factores de crecimiento mas o menos complejos
como amino&cidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Parra, 2010). Esto conduce a que
la basqueda de comunidades de BAL se haga generalmente en ambientes ricos en

nutrientes.
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2. HIPOTESIS

Se ha sefialado que la composicion de la dieta influye de manera fundamental sobre
la estructura de las poblaciones microbianas (Owens et al., 2008; Geier et al., 2009;
Adil et al., 2011). Sin embargo, es insuficiente la informacion disponible referida a los
efectos combinados en la dieta de un probidtico y una fuente de AGPI sobre la
microbiota intestinal, especialmente en la poblacion de BAL. Estas han sido
consideradas por su rol en la conservacion, vida atil e inocuidad de los alimentos, ya
que mediante productos metabdlicos inhiben la proliferacién de patdgenos y bacterias
responsables de su alteracion o deterioro (Agudelo Londofio et al., 2015; Vijayakumar
& Muriana 2017; Camargo et al., 2018). En base a esta informacion se formul6 la

siguiente hipotesis:

» Es posible aislar BAL de las excretas de pollos sometidos a un manejo de
produccion intensiva, como asi también favorecer la poblacion de estos
microorganismos benéficos a través de la incorporacion de un probiotico y

harina de chia en la dieta de los animales.
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3. OBJETIVOS

En base a los criterios mencionados se propusieron los siguientes objetivos:

3.1 Objetivo general:
» Determinar la presencia de BAL en las excretas de pollos broiler bajo un sistema

de produccion intensiva.

3.2 Objetivo particular:
> Investigar el efecto de diferentes dietas sobre el recuento de BAL en las
excretas, incluyendo al probidtico B. subtilis y a la harina de chia en la dieta de

los pollos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Localizacion e Instalaciones

La investigacion se llevd a cabo en la Unidad de Experimentacion Avicola (UEA)
del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca,
Provincia de Buenos Aires (38°41° Lat. S y 62°15” Long. O). La region se halla
comprendida entre las isohietas de 500 y 700 mm al O y E, respectivamente. El periodo
experimental se desarrollo entre los meses de Septiembre y Noviembre.

Se empled un galpdén acondicionado de tipo cerrado de 7 x 5 m, con ventilacion
forzada, calefaccion y aire acondicionado e iluminacion artificial, con el fin de
contribuir a mantener las condiciones adecuadas de temperatura de acuerdo a la edad
del animal. EI monitoreo de las temperaturas maximas y minimas (mafiana y tarde)
dentro del galpon se llevo a cabo mediante la utilizacion de un termometro.

Los corrales fueron construidos en madera y alambre hexagonal, ensamblados con 4
bloques cada uno de 1 m? de capacidad para alojar hasta 15 animales (Cobb, 2013). La
distribucion de los mismos permitié generar pasillos y acceder a todos los corrales por

igual, maximizando el uso de la superficie disponible.

4.2 Animales y Manejo

Se emplearon 192 pollos parrilleros de la linea Cobb provenientes de una
incubadora comercial. Al momento del ingreso, los animales fueron pesados (37 g £ 0,1
g) y sexados por el método del ala con el fin de construir lotes uniformes. Se
conformaron 16 grupos de 12 animales cada uno (6 machos y 6 hembras) los cuales

fueron colocados al azar en cada corral.
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Durante los primeros 21 dias, se colocaron comederos bandeja y bebederos
provistos de un deposito invertido de 4 L de capacidad para garantizar el acceso de los
animales al agua. Posteriormente, se instalaron bebederos automaticos tipo nipple y
comederos tolva de 20 kg. Se utiliz6 cama de viruta de madera particionada a un tamafio
de 15 cm la cual se recambié semanalmente.

En los bebederos y solo en el primer dia, se aplicdé un antimicrobiano sintético de
amplio espectro ENRO (enrofloxacina quimioterapico 1 mL/L) y un compuesto
polivitaminico (1gr/L). Posteriormente, los pollos fueron vacunados a los 7 y 15 dias de
edad contra Newcastle + Bronquitis Infecciosa y Gumboro, respectivamente.

Durante las tres primeras semanas, las condiciones de temperatura fueron reguladas
mediante la utilizacion de 4 campanas calefactoras con lampara infrarroja de 250 watts
y calefactores eléctricos portatiles. Posteriormente, la temperatura 6ptima ambiental fue
mantenida mediante la utilizacion de extractores de aire y un equipo portatil de aire
acondicionado. El plan de iluminacion se establecié de acuerdo a las recomendaciones
del Manual de Cobb (Cobb, 2013).

Los ensayos y experimentos comprendieron un periodo inicial de exposicion a
tratamientos dietarios especificos, para finalmente realizar los muestreos y el analisis de
las excretas. EI manejo de los animales y los protocolos experimentales respetaron las

normas establecidas por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

4.3 Dietas Experimentales

Durante las primeras 4 semanas, los animales consumieron ad libitum un alimento
“iniciador” (Tabla 4) y a partir de los 29 dias hasta los 49 dias de edad consumieron ad
libitum las dietas experimentales (Tabla 5). Para esto, se utiliz6 el probiético comercial

Nutrallys BSN (Biotay S.A.) conteniendo esporas viables de una cepa seleccionada de
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Bacillus subtilis (250 g/tn; 1 x 10° UFC/g) y como fuente de Omega 3 se empled

harinade chia (DESUS S.A.) cuya composicion quimica se presenta en la Tabla 6.

Tabla 4. Ingredientes y composicién quimica del alimento iniciador (0-29 dias).

INGREDIENTES (%)

Maiz 50,00
Trigo 2,75
Harina de Soja 36,00
Harina de Carne 6,00
Conchilla 0,50
Aceite vegetal 3,50
Sal 0,25
Nucleo Vitaminico Mineral 0,50
DL-metionina 0,19
Inerte 0,31

COMPOSICION QUIMICA

EM (Kcal/kg) 3226
PB (%) 22,17
Calcio (%) 1,00
Fosforo total (%) 0,72
Metionina + Cistina (%) 0,91
Lisina (%) 1,21
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Lipidos (%)

Fibra (%)

Referencias. EM: Energia Metabolizable. PB: Proteina Bruta.

7,17

3,08

Tabla 5. Ingredientes y composicién quimica de las dietas experimentales (29-49 dias).

INGREDIENTES (%)

Maiz

Trigo

Harina de Soja

Harina de Carne

Harina de Chia

Conchilla

Aceite vegetal

Sal

Nucleo Vitaminico Mineral
DL-metionina

Probidtico
COMPOSICION QUIMICA
EM (Kcal/kg)

PB (%)

Calcio (%)

Fosforo total (%)

C

60,56
6,73
23,27

5,80

0,40
2,35
0,25
0,50

0,14

3471
18,12
0,91

0,67

W3

49,20
13,00
14,10
4,30
15,00
0,55
3,10
0,25

0,50

3418
17,62
0,91

0,64

W3+P P
49,20 60,56
13,00 6,73
14,10 23,27
4,30 5,80
15,00 -
0,55 0,40
3,10 2,35
0,25 0,25
0,50 0,50
= 0,14
Si Si
3418 3471
17,62 18,12
0,91 0,91
0,64 0,67
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Metionina + Cistina (%) 0,75

Lisina (%) 0,90
Lipidos (%) 6,33
Fibra (%) 2,62

0,75
1,29
9,01

5,90

0,75
1,29
9,01

5,90

0,75
0,90
6,33

2,62

Referencias. C: control; Ws: dieta con 15 % de harina de chia; W5 + P: dieta con 15 % de

harina de chia y probidtico y P: dieta con probidtico (B. subtilis 250 g/tn; 1x10° UFC/g). EM:

Energia Metabolizable. PB: Proteina Bruta.

Tabla 6. Composicion quimica de la Harina de Chia

Parametro
Materia Grasa
Proteinas
Acido palmitico
Acido estearico
Acido oleico
Acido linoleico
Acido linolénico
Valor energético
Cenizas
Hidratos de carbono

Humedad

Valor

18
27,3
7,76
3,62
7,55
20,5
59,7
349

5,8

19,55

79

Unidad
%
% (N x 6,25)
%
%
%
%

%
Kcal/100g
%

%

%
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4.4 Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio de parcela dividida, por lo que los 16 corrales se distribuyeron
en 4 bloques (Figura 10). Los tratamientos dentro de cada bloque se distribuyeron de
manera completamente aleatorizada. Las dietas ensayar fueron: Control (C); dieta con
harina de chia (W3); dieta con harina chia y probidtico (W3 + P) y dieta con probidtico
(P). Cada tratamiento tenia 4 repeticiones de 12 animales cada uno, con un total de 48
pollos por dieta. La excreta recolectada de estos 48 pollos constituy6 la unidad

experimental para evaluar el efecto de la dieta en la poblacion de BAL.

P W3 W3 +P C

I W3 +P W3 C

C P W3 W3 +P

W3 C W3 +P P

Figura 10. Disefio experimental. Control (C); dieta con harina de chia (W3);

dieta con harina chia y probi6tico (W3 + P) y dieta con probiético (P).
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4.5 Toma de muestras y aislamiento de BAL

Se realizaron 3 muestreos en la fecha proxima a la faena (7 semanas de crianza).
Para los estudios se recolectaron de cada corral 25 g de excreta, obteniéndose por vez
100 g de excretas correspondientes a cada dieta experimental. Las muestras fueron
colocadas en recipientes de polietileno estéril, transportadas inmediatamente al
laboratorio de Microbiologia Agricola de la Universidad Nacional del Sur y
procesadas dentro de las 24 horas siguientes. Las muestras representativas (25 gramos)
de cada tratamiento se suspendieron en un frasco conteniendo 225 mL de Buffer Fosfato
Salino (BFS) (Anexo 1.15). Posteriormente, los frascos se colocaron en un agitador
orbital a 450 rpm durante 10 minutos.

Para el aislamiento y cultivo de BAL, se extrajeron alicuotas de 1 mL de las
suspensiones salinas de cada muestra y se inocularon en tubos conteniendo 9 mL de
Caldo Man, Rogosa & Sharp (MRS, de Man et al., 1960) (Anexo 1.16) como medio de
enriquecimiento para Lactobacillus spp. (Ramirez Lopez & Vélez Ruiz, 2016). Todos
los caldos se incubaron de forma estatica en jarra Gas-Pack a 33 °C durante 48 horas en
condiciones de microaerobiosis (atmdsfera con 5-8 % de COg). Para esto, se utilizaron
sobres generadores de CO2y se colocaron indicadores de anaerobiosis (Merck).

Posteriormente se realizd el recuento en placa de BAL para cada tratamiento,
empleando el método de las diluciones seriadas. Las diluciones se realizaron en tubos
conteniendo 9 mL de BFS y la siembra de cada dilucion se realizd6 en Agar MRS
(Anexo 1.17) a razén de 0,1 mL por caja. Estos medios de cultivo se prepararon
adicionando 1,5 % agar p/v (Britania) al Caldo MRS. Las placas se incubaron a 33 °C
durante 72 a 96 horas con tension disminuida de Oz, utilizando la misma técnica

descripta anteriormente para los caldos (Marguet et al., 2011). Luego de la
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incubacién, se seleccionaron las placas que contenian entre 30 y 300 unidades
formadoras de colonias (UFC) y se efectud la estimacion del namero de BAL para cada

tratamiento, empleando la siguiente formula:

N° Colonias * inversa de la dilucion
UFC/mL =

0,1 mL

Los resultados fueron expresados como log UFC/mL del promedio de tres réplicas.

4.6 Confirmacion microbioldgica de las BAL aisladas mediante pruebas fenotipicas

Las colonias de BAL crecidas en placa se reaislaron nuevamente en Agar MRS por
el método de siembra en estria (técnica por agotamiento), con el fin de obtener
aislamientos puros. Estas placas se incubaron en las mismas condiciones descriptas
anteriormente. Luego, se seleccionaron 15 aislamientos de BAL representativos de cada
tratamiento que presentaban mejor desarrollo y se repicaron a tubos conteniendo Agar
MRS. El procedimiento de seleccion se realizd en funcion de las caracteristicas
culturales: forma, tamafio, color, elevacién y bordes de las colonias (Gonzélez et
al., 2000; Ammor et al., 2005; Greco et al., 2005; Bucio et al., 2006; Itoi et al., 2008).
Estos mismos aislamientos fueron posteriormente utilizados para los ensayos de
antagonismo (Capitulo 1V).

Los aislamientos se analizaron en funcién a los siguientes indicadores: respuesta a la
tincion de Gram, morfologia, ausencia de enzima catalasa y citocromo oxidasa, sin
produccion de H2S ni de indol e inmovilidad en medio SIM y formacion de 4cido a
partir de glucosa y lactosa. Las pruebas fenotipicas fueron realizadas de acuerdo al
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity, 2005) y la metodologia empleada

fue la misma a la descripta en el Capitulo I (Punto 3.3: Pruebas bioquimicas).
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La morfologia y tipo de coloracion de las células bacterianas se determin6 mediante
microscopia Optica. En tanto, para determinar la capacidad fermentativa de los azlcares
glucosa y lactosa, se empled el indicador rojo fenol y se incorpor6 una campana
Durham en cada tubo para verificar la produccion de diéxido de carbono.

Luego de la confirmacion fenotipica, las cepas fueron identificadas con letras y

nameros correspondientes a la condicidn experimental donde fueron aisladas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Las excretas de pollos broiler son fuente de BAL nativas (enddgenas)

Mediante el cultivo de enriquecimiento y siembra en Agar MRS se obtuvieron:
colonias blanquecinas, pequefias a medianas, convexas, de bordes enteros y de aspecto
cremoso. Los 15 aislamientos seleccionados de cada uno de los tratamientos

presentaron caracteristicas fenotipicas tipicas de especies de BAL (Figura 11).

Figura 11. Aislamiento de BAL y pruebas fenotipicas realizadas para su confirmacion. a) Crecimiento

en medio MRS b) Tincion de Gram c) Prueba de la catalasa d) Prueba de la oxidasa €) Movilidad en
medio SIM f) Aislamientos en medios con lactosa o glucosa g) Aislamientos en medios con lactosa o
glucosa luego de 48 horas de incubacion. Notar el viraje del rojo fenol hacia un color amarillo debido a

la presencia de acido.
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Estos aislamientos correspondieron a cocobacilos Gram positivos no formadores de
esporas. Las cepas evaluadas no produjeron H2S ni indol, tampoco presentaron
movilidad en el medio SIM y resultaron negativas para las pruebas de oxidasa y catalasa
(caracteristicas propias del grupo BAL). Todas estas cepas tenian capacidad para
fermentar la glucosa y el azlcar lactosa, con produccién de acido sin formacion de gas.

Los resultados obtenidos demuestran que es posible aislar BAL de las excretas de
pollos bajo un sistema de produccidn intensiva. Estos estudios sugieren que el analisis
de la materia fecal de los pollos podria resultar util como un indicador de la microbiota
intestinal en un momento determinado. El aislamiento de BAL de las excretas podrian
reflejar los complejos requerimientos nutricionales que presentan estas bacterias cuando
se las cultiva in vitro. Ciertas especies de este grupo se encuentran colonizando de
forma activa el tracto intestinal de las aves. En concordancia con los resultados
presentados aqui, Shiva & Jara (2013) aislaron diversas especies de BAL
pertenecientes al género Lactobacillus del material de cama de pollos de engorde. Otras
investigaciones, sostienen que las especies de Lactobacillus provenientes de granjas de
pollos, son muy efectivas como productoras de acido lactico (lbourahema et al.,
2008). Por otra parte, las BAL procedentes de las excretas podrian tolerar determinadas
condiciones de estrés al estar adaptadas al TGI de los pollos y asi presentar cierta
habilidad competitiva potencial contra otros microorganismos. Respecto a esto, se han
reportado BAL antagonistas de patdgenos con capacidad de soportar altas
concentraciones osmoticas (Marguet et al., 2011).

Considerando el medio de cultivo empleado en este Trabajo, se sugiere que los
aislamientos obtenidos de las excretas analizadas pertenecen a Lactobacillus spp. El
medio MRS se desarroll6 para obtener particularmente microorganismos de este tipo

y ha sido empleado para diferenciar estas especies de otras pertenecientes al grupo de
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BAL (Ramirez LoOpez & Veélez Ruiz, 2016). Esto concuerda también con las
investigaciones que sostienen que Lactobacillus es el género predominante en el
intestino de las aves (Londero, 2012; Dec et al., 2017). En correlacion, varias
especies de Lactobacillus han sido aisladas de los pollos de engorde en muestras de
ileon, ciego y cloaca (Cauwerts et al., 2006; Rondon et al., 2008; Majidzadeh Heravi
et al., 2011). Entre las especies identificadas se incluyen L. salivarius, L. reuteri, L.
gallinarum, L. crispatus, L. acidophilus, L. johnsonii, entre otras. Esto demuestra que es
posible obtener algunas de estas BAL de la microbiota gastrointestinal de pollos a través
del anélisis de las excretas (Shiva & Jara, 2013).

Si bien son escasos los estudios de aislamientos de BAL nativas en excretas o
material de cama de aves comerciales, las investigaciones realizadas por Paco et al.,
(2003) reportan que Lactobacillus spp. estan presentes en estos sustratos. Sin embargo,
el rol de estas BAL en la comunidad microbiana tanto en las excretas como en el
sistema enddgeno de la microbiota intestinal, son desconocidos. Ciertas investigaciones
han evaluado el potencial uso como probidtico de BAL aisladas de excrementos de
broiler con resultados favorables (Lee et al., 2008; Hidayat et al., 2018). Respecto a
esto, las evaluaciones microbioldgicas realizadas por Garcia et al., (2008) corroboran
que este grupo bacteriano es el predominante en las excretas y que su nivel se mantiene
estable durante el crecimiento de los animales, sugiriendo posibilidades de empleo
como probidticos. Por lo tanto, estas bacterias autdctonas provenientes de ambientes
naturalizados serian de interés en el desarrollo de estrategias para la colonizacion del
intestino de los pollos y la mejora de su salud, previniendo el desarrollo de bacterias
patogenas. Por otra parte, Shiva & Jara (2013) sostienen que las BAL procedentes de las
excretas de pollos, pueden ser efectivas en el control de especies con actividad ureasa

que generan gases perjudiciales para la salud de los animales. En este sentido,
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el empleo de BAL en las granjas avicolas como bacterias controladoras de la microbiota
productora de amoniaco, cobra una especial atencion.

Desde un enfoque productivo, las BAL aisladas en este Trabajo podrian ser
consideradas como agentes inocuos y resultar benéficas al ser incorporadas a una
formulacién dietaria. Su procedencia, promueve un manejo eficiente y potencialmente
seguro dentro de la produccion avicola. Ademas, seria sumamente importante su
aprovechamiento en el control de patégenos que frecuentemente contaminan las

carcasas de pollos durante y después del sacrificio (Cisek & Binek, 2014).

5.2 La composicion de la dieta de los pollos influye en el recuento de BAL de las
excretas

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determind que el tipo de dieta que
consumen los pollos afecta significativamente el nimero medio de BAL presentes en
las excretas (Tabla 7 y Figura 12). En los tratamientos con harina de chia (W3) y harina
de chia suplementado con el probidtico B. subtilis (W3 + P), se obtuvieron recuentos de
BAL de 4,11 log UFC/mL y 4,09 log UFC/mL respectivamente. Estos recuentos fueron
superiores respecto a los observados en la condicion control (C) y en el tratamiento que
solo contenia el probidtico B. subtilis (P) adicionado, con 3,82 log UFC/mL vy 3,78 log
UFC/mL de BAL respectivamente. Por su parte, los recuentos de BAL obtenidos en los
tratamientos W3 y W3 + P no difirieron de forma significativa. Los resultados
evidenciaron un aumento en el numero de BAL independientemente de la presencia del
probidtico. Por otro lado, los recuentos de BAL obtenidos en las excretas del
tratamiento P, no difirieron significativamente de la condicién control. Esto revelo la
imposibilidad de estimular el desarrollo de las BAL intestinales, en los animales

alimentados con dietas que unicamente contenian al probiotico como aditivo.
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Tabla 7. Recuento de BAL en excretas de pollos broiler de 49 dias de edad alimentados

con distintas dietas durante el periodo comprendido entre los 21 y 49 dias de edad.

Recuento de BAL (Log 10 UFC/mL)

C W3 P W3+ P
3.86385796 | 413385813 | 3.80651013 | 412716961
379281177 | 4.08685792 | 3.74842062 | 407532793
3.83205575 | 411421053 | 378532984 | 4,00401668
Promedio | 3.82987516 | 4.11164210 | 3.78008986 | 4,00883808
Desvio (£) | 0,03562314 | 0,02360513 | 0,02940157 | 0,02625499
4.2
b b
4.1
E 4
0
2 3.9 a
g | a
3.8 T
3.7
3.6
C w3 P W3+P

Figura 12. Recuento de BAL en las excretas de pollos sometidos a diferentes dietas

experimentales. Los valores se expresan en Log 10 UFC/mL como promedio + SD de tres

repeticiones. Tratamientos con la misma letra no difieren significativamente (DMS, p >

0,05). Referencias: C: control; Ws: dieta con 15 % de harina de chia; P: dieta con
probidtico (B. subtilis 250 g/tn; 1x10° UFC) y W5 + P: dieta con 15 % de harina de chia y

probiético.
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Los experimentos demostraron que mediante el manejo de las dietas se pudo
intervenir, al menos en parte, en la microbiota intestinal benéfica de las aves.
Especificamente, se observo que cuando los pollos fueron alimentados con una dieta
conteniendo una fuente de AGPI como la harina de chia, el recuento de la poblacion de
BAL en las excretas fue superior respecto a los demas tratamientos.

El estado de eubiosis influye considerablemente en las funciones fisioldgicas,
bioguimicas e inmunolégicas de los animales. Los resultados presentados demuestran
que el alimento es un factor fundamental en el balance de la microbiota intestinal. En
este aspecto, diversos autores destacan que si bien el genotipo y edad de los animales,
asi como las condiciones ambientales de la granja y el manejo de las parvadas
determinan en cierta medida la composicién de la microbiota de los pollos, la dieta y
los aditivos constituyen los factores mas importantes (Lu et al., 2003, Zulkifli et al.,
2009; Danzeisen et al., 2011).

Como se menciond, la composicion de la microbiota intestinal es determinante para
la salud de los pollos e influye en gran medida en su performance productiva (Palacios,
2009). El control ecoldgico de la microbiota del TGI es fundamental en animales bajo
cria intensiva (Bengmark, 2017) y las BAL dentro de este perfil microbiano son claves
para el mantenimiento y la estabilidad del individuo (Diaz Lopez et al., 2017). Por lo
tanto, los tratamientos que promovieron un recuento superior de BAL (W3 y W3+P)
proporcionarian mayores beneficios sobre estos animales al disminuir la disbiosis. De
este modo, las BAL estarian favoreciendo la homeostasis intestinal. Se ha establecido
que los lactobacilos son responsables de mantener la integridad del intestino a través de
varios mecanismos, incluyendo: constitucion de nichos ecologicos (competencia por
nutrientes), proteccion contra procesos inflamatorios, estimulacion de la secrecion de
mucina por las células calciformes, modulacion de la respuesta inmune innata y

adquirida y promocion del crecimiento de células epiteliales y su diferenciacion.
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Por otro lado, varias de estas BAL presentan proteinas de superficie que funcionan
como factores de adhesion. Esta capacidad le permite a las BAL inhibir el
establecimiento de patdgenos intestinales a través de la exclusion competitiva y
proteger al huésped contra infecciones (Cisek & Binek, 2014). Desde un enfoque de la
salud publica, mejorar el estado sanitario de los pollos implicaria prevenir en parte la
transmision de patdgenos durante el procesado de las carcasas, reduciendo asi la
contaminacion de la carne y los posibles riesgos de ocurrencia de una ETA. En
concordancia con los resultados obtenidos, los beneficios sobre la salud de los pollos
fueron constatados por estudios preliminares realizados por Fernandez et al., (2015).
Estos autores sin bien no hallaron diferencias en los pardmetros productivos estudiados,
demostraron que los animales alimentados con harina de chia presentaban mejores
pardmetros inmunoldgicos (mayor peso de la bolsa de Fabricio). Dichos resultados
pueden tener una relacion indirecta con el recuento de la poblacion de BAL analizado
en el presente estudio. Los efectos estarian correlacionados a la utilizacion de AGPI
presentes en la harina de chia por las BAL intestinales, las cuales se recuperaron en las
excretas en un mayor numero en los tratamientos W3 y W3 + P. Esto ultimo estaria
indicando que la poblacion de BAL se desarroll6 eficientemente en el TGI de los pollos
bajo estas condiciones. Por lo tanto, los estudios presentados sugieren que las BAL
podrian aprovechar estos componentes mayoritarios en la harina de chia, para potenciar
su desarrollo en el intestino y ejercer cambios en la salud de los animales alimentados
con este aditivo. Respecto a esto, se ha comprobado que los AGPI, concretamente el
acido linolenico y el &cido linoleico, son sustratos de ciertas especies de BAL. Las
mismas transforman estos AGPI en isomeros de acidos grasos conjugados (AGC), de
creciente importancia en los altimos afios (Ogawa et al., 2001; Fontes et al., 2018). En

este  sentido, Kishino et al, (2002) informan que estos AGC
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pueden ser almacenados como &cidos grasos libres dentro de las células microbianas, las
cuales pueden emplearse posteriormente como fuente energética para el huésped.

Los resultados obtenidos sefialan que los AGPI de la harina chia podrian funcionar
como promotores del crecimiento de BAL en el intestino de los pollos. La interaccion
entre dieta y microbiota del TGI, ha sido planteada por Bomba et al., (2003) y
Nemcova et al., (2012) quienes observaron un incremento de poblaciones de
lactobacilos en la mucosa yeyunal de cerdos alimentados con AGPI del tipo omega 3.
En concordancia con los resultados presentados aqui, Mudroniova et al., (2018)
informaron altos recuentos de BAL en el intestino ciego de pollos broiler alimentados
con dietas ricas en acido linolénico. Por su parte, Seidavi & Simdes (2015)
establecieron que, si bien los recuentos de BAL no se modifican, el reemplazo del aceite
de soja por el de pescado puede contribuir a preservar el equilibrio de la microbiota
intestinal. En tanto, los estudios realizados en esta Tesis demuestran el importante rol de
los AGPI en la microbiota especificamente en las BAL. Estos resultados sugieren que
los efectos en el recuento microbiano serian adjudicados en parte a la presencia de
AGPI, los cuales inducirian la proliferacion de las BAL. Sin embargo, los mayores
recuentos de BAL obtenidos en las excretas de pollos alimentados con harina de chia,
contrastan con investigaciones que revelan una disminucion del recuento de bacterias
Gram positivas por efecto de los AGPI. Estos estudios sugieren que dichos acidos
presentes en la dieta, pueden alterar la fluidez de las membranas microbianas de las
bacterias Gram positivas y disminuir la viabilidad (Henderson 1973; Jae Suk et al.,
2013).

Por otro lado, los mayores recuentos obtenidos de BAL en los tratamientos W3 y
W3 + P podrian ser explicados por nutrientes especificos presentes en la harina de

chia, que resultan favorables para este grupo bacteriano. Laurencio Silva et al., (2008)

125



proponen que los microorganismos de la biota intestinal, difieren en cuanto al tipode
sustrato empleado y a las necesidades para su crecimiento, por lo que la composicion
quimica del alimento es un factor de relevancia en la estructura poblacional. En este
contexto, es posible que la abundancia y distribucion de BAL en el TGI de los pollos
haya sido determinada por componentes dietarios resistentes al ataque de los fluidos
digestivos. Asi, las diferencias observadas en el recuento de BAL podrian atribuirse a la
fibra soluble, mucilago o polisacarido no almidonoso (PNA) contenido en la harina de
chia. Este mucilago presenta gran capacidad de retencion de agua y aumenta la
viscosidad del contenido luminal, el peristaltismo y la velocidad de trénsito intestinal
(Capitani, 2013; Balanza, 2008). Al respecto, Snart et al., (2006) hallaron que dietas
ricas en nutrientes viscosos promovian el enriquecimiento de lactobacilos en el ciego de
ratas. También se ha comprobado que algunas cepas de BAL pueden inhibir los efectos
contraproducentes de factores antinutritivos en un proceso de predigestion. Entre estos
sustratos se incluyen: &cido fitico, glucosinolatos, inhibidores tripsicos, lectinas y
polisacaridos no amilaceos (fibra dietética) (Rodriguez Membibre, 1994). Por otra
parte, las investigaciones realizadas por Bustos et al., (2017) determinaron que las BAL
pueden metabolizar la harina de chia produciendo cantidades significativas de acidos
organicos y compuestos fendlicos como el acido clorogénico y el acido feralico. Otros
estudios avalan esta capacidad fermentativa de las BAL (Gautam & Sharma, 2014).
Como se ha mencionado la harina de chia es fuente de potentes antioxidantes
(Marcinek & Krejpcio, 2017; Garcia Salcedo et al., 2018), por lo tanto, los resultados
del presente estudio pueden ser correlacionados a esta caracteristica nutricional de las
dietas experimentales W3 y W3 + P. Tzounis et al., (2008) demostraron que ciertos

polifenoles podian ser metabolizados por grupos bacterianos comensales. Estos autores
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hallaron que los flavanoles, catequina y epicatequina, incrementaban significativamente
el nimero de especies de BAL. Por su parte, Khan et al., (2018) informaron que
diversos compuestos antioxidantes eran producidos por el metabolismo de las BAL. En
tanto, los estudios realizados por Haddadin (2010), sugieren que los compuestos
polifendlicos favorecen el crecimiento y actividad de L. acidophilus, una BAL presente
en las heces de los pollos broiler (Lee et al., 2008).

Una eficiente utilizacion de los compuestos presentes en la harina de chia por parte
de las BAL, explicaria el mayor recuento obtenido en los tratamientos que la contienen
(W3y W3 + P). Por lo tanto, la mayor disponibilidad de estos nutrientes aportados en la
dieta, favoreceria considerablemente el desarrollo de las BAL intestinales de los pollos
broiler. En el presente estudio, los resultados obtenidos sugieren que las dietas de
elevado nivel energético, no alteran las poblaciones de BAL sino mas bien ejercen un
efecto positivo en su densidad microbiana. Esto podria proveer mayor versatilidad en
cuanto al manejo y formulacién de las dietas en la cria de pollos, sin generar cambios
contraproducentes en la microbiota intestinal.

Otro aspecto de importancia, es que las BAL aisladas de los correspondientes
tratamientos son nativas y enddgenas. Aqui, surge un especial interés en investigar si
estas bacterias resultan Gtiles como agentes probidticos, ya que estos son la base de
futuros estudios en la alimentacién avicola (Diaz Lopez etal., 2017). En este aspecto,
tendrian ciertas ventajas relacionadas al ambiente de origen. Esto estaria asociado a las
actividades metabdlicas propias que presentan las bacterias intestinales, entre las que se
incluyen: fermentacion de fibra dietaria no digestible, sintesis de vitaminas,
biotransformacién de acidos biliares, entre otras (Cisek & Binek, 2014; Mosso et al.,
2018). Asimismo, la capacidad de degradacion de moléculas indigestibles puede
proveer beneficios en los animales hospederos, mejorandola digestion y la absorcién de

nutrientes.
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Por otra parte, el menor recuento de BAL en el tratamiento con probidtico (P)
respecto a las dietas ricas en AGPI (W3 y W3 + P), podria explicarse por la mayor
capacidad competitiva de B. subtilis por los nutrientes disponibles en dietas que no
contienen harina de chia. Bajo estas condiciones, la eficiente propagacion y
germinacién de las esporas del probidtico en el ambiente intestinal, resultaria en un
mayor aprovechamiento de los sustratos por parte de B. subtilis en comparacion con las
BAL. Sin embargo, como se menciond, el recuento de BAL no se afectd por la
presencia de B. subtilis cuando la harina de chia estaba presente en la dieta. Los estudios
parecen evidenciar que el efecto sinérgico entre los AGPI de la dieta y las BAL en el
intestino de los animales, se produce también en presencia del probidtico B. subtilis.
Esto indicaria que el probidtico no compite tan eficientemente con las BAL en dietas
ricas en AGPI. Lo mencionado posiblemente se asocie a la susceptibilidad de B. subtilis
por este tipo de dieta en contraste con las BAL. Respecto a esto, los AGPI de la harina
de chia estarian afectando la fluidez de la membrana de B. subtilis (Gram positiva),
disminuyendo su capacidad de adhesion y supervivencia en el intestino. En particular,
se ha observado que el aporte de AGPI en la dieta, inhibe el crecimiento de bacterias
Gram positivas a través de la desestabilizacion de la membrana bacteriana, el desacople
de la sintesis de ATP y la formacion de acidos grasos hidroperdxidos (Sheu & Freese,
1972; Jae Suk et al., 2013). Por otro lado, el mucilago presente en la harina de chia,
podria recubrir las paredes del intestino y producir una mayor velocidad de paso de la
digesta, comprometiendo la germinacion de la endospora y la adhesion de B.
subtilis a la superficie intestinal (Capitani, 2013; Fernandez et al., 2015). Por lo tanto,
estos factores serian considerados componentes antinutritivos para el crecimiento de B.
subtilis, lo que contribuiria a explicar la ausencia de capacidad competitiva con las BAL

en el tratamiento W3 + P. De acuerdo a esto, los resultados obtenidos sugieren que las

128



BAL presentan ciertos mecanismos de adaptacion a los cambios del ambiente intestinal
en comparacion a B. subtilis. Esto revindicaria la posibilidad de incluir BAL
provenientes del mismo animal (nativas) en la dieta y/o de favorecer su proliferacion
intestinal a través de la suplementacion con AGPI en el alimento balanceado.

Se conoce que B. subtilis produce una variedad de antibioticos (polipéptidos y
principalmente lipopéptidos) que contribuyen a la exclusion de bacterias en el intestino
(Grethel et al., 2008). Esta capacidad junto a la formacion de endosporas, le confiere a
B. subtilis la ventaja de multiplicarse en el ambiente intestinal (Clements et al., 2001).
Respecto a esto, en los resultados obtenidos no se hallaron diferencias significativas en
el recuento de BAL entre la condicion control y el tratamiento P, por lo que en principio
se descartaria una posible produccién de sustancias antimicrobianas de B. subtilis con
efectos adversos sobre las BAL. De cualquier manera, se demostr6 que la adicién de B.
subtilis por si solo a la dieta, no logra aumentar los niveles de BAL en las excretas.

Las investigaciones realizadas aqui, sugieren que el manejo de incluir solo el
probidtico B. subtilis a la dieta de los pollos, seria contraproducente para la microbiota
de las BAL. En contrapartida, Sen et al., (2012) y Zhang et al., (2013) sostienen que el
efecto de la adicion de B. subtilis al alimento basal, es beneficioso para las comunidades
microbianas que habitan naturalmente en el intestino del pollo. Dichos autores sugieren
que el probidtico favorece la competitividad y potencia el desarrollo de la microbiota
nativa. Otras investigaciones también exhiben resultados disimiles en cuanto a la
administracion de B. subtilis y la poblacion de BAL. Segun estos estudios, la aplicacion
de probioticos con B. subtilis en las dietas de los pollos, induce numerosas respuestas
positivas en la salud del huésped al estabilizar la microbiota intestinal, reducir los
microorganismos patdgenos e incrementar la poblacion de Lactobacillus spp. en el tubo

digestivo (Grethel et al., 2008). Por su parte, Anon (1998 b) y Cortés et al. (2000)
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constatan que el empleo de endosporas viables de Bacillus spp. en el alimento,
contribuye a una disminucion de la acidez del intestino de las aves, promoviendo el
crecimiento de especies de Lactobacillus. En concordancia, se ha observado que al
suministrar B. subtilis en la dieta de los pollos, se produce un aumento en el nimero
de BAL y una reduccion en el de coliformes (Milian et al., 2013). Similares efectos
fueron observados por Teo & Tan (2007), Mountzouris et al., (2010) y Hassan & Ryu
(2012). Las discrepancias con los resultados obtenidos, podrian atribuirse
presumiblemente a la composicion de la dieta, la cual determinaria mejores o peores
condiciones al desarrollo de B. subtilis y en consecuencia, afectaria en mayor o menor
magnitud la abundancia de BAL en el intestino de los animales.

Los estudios realizados en esta Tesis, sugieren que el recuento de BAL en las
excretas de los pollos, podria funcionar como un indicador indirecto de la salud de los
animales y/o actuar como una variable que evalua la respuesta de los microorganismos
benéficos frente a cambios dietarios especificos.

Por ultimo, se debe considerar que este estudio se realizd al final de la etapa de
crianza de los pollos para revelar los cambios finales producidos en la microbiota
intestinal. De esta manera, se sugiere gue las recomendaciones en cuanto al manejo de
la dieta, tendrian que establecerse en base al uso de aditivos, seleccion de métodos y/o
combinaciones de ingredientes que resulten apropiados para favorecer las poblaciones
de BAL en la microbiota enddgena, sin provocar disturbios en la homeostasis del
animal. Debido a que las investigaciones referidas al aislamiento de BAL en las excretas
de pollos son escasas, los resultados presentados resultaran Gtiles para posteriores

evaluaciones vinculadas a la salud animal y humana.
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CAPITULO 1V: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE BAL AISLADAS DE
EXCRETAS DE POLLO SOBRE CEPAS DE L. MONOCYTOGENES

PROCEDENTES DE LA CARNE AVIAR

1.1 Importancia de las BAL como antagonistas de patdgenos presentes en
alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen uno de los
principales problemas para la salud publica. En este aspecto, los alimentos carnicos son
los principales vehiculos de microorganismos indeseables, debido a un manejo
higiénico deficiente durante su procesamiento y/o manipulacion. Como se ha detallado
en el Capitulo I, L. monocytogenes es una de las bacterias mas importantes,
presentando la mayor tasa de mortalidad en humanos dentro de los patdgenos
alimentarios (McMullen & Freitag, 2015). Debido a su capacidad de adaptacion y a los
mecanismos de sobrevivencia en condiciones suboptimas, esta bacteria es prevalente en
las plantas de alimentos y se convierte en un foco silencioso de contaminacion (Rivera
& Vanegas, 2007).

La aparicion y propagacion de cepas potencialmente patogenas a través de los
alimentos, ha conducido a la exploracion de diversos compuestos antimicrobianos con
relativa eficacia. Sin embargo, la demanda del sector consumidor particularmente en los
ultimos afos, se ha inclinado hacia alimentos sin conservantes quimicos o con niveles
infimos de estos. Por este motivo, la industria alimentaria ha iniciado la bdsqueda de
nuevas alternativas basadas en el empleo de antimicrobianos naturales con el objeto de
eliminar o inhibir la proliferacion de potenciales patdgenos causantes de ETA (Bedolla
Bernal, 2004; Bertrand et al., 2003). Entre las estrategias de control, los productos del

metabolismo de las BAL han resultado tener el mayor impacto e interés, por presentar
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efectos antagdnicos sobre bacterias perjudiciales. En consecuencia, se han desarrollado
diversas técnicas para aprovechar de manera efectiva este potencial antimicrobiano de
las BAL (Parra, 2010).

Los fendmenos de antagonismo microbiano fueron evidenciados hace ya varios afios.
De hecho, una de las técnicas méas antiguas utilizadas para aumentar la vida atil y el
periodo de consumo de alimentos perecederos, lo constituyen los procesos de
transformacion bioldgica basados en fermentaciones (McKay & Baldwin, 1990). En
1877, Louis Pasteur y Jules Joubert propusieron que las sustancias producidas por
microorganismos podian tener un potencial uso terapéutico y el fendmeno de accion
antagbnica pasé a denominarse antibiosis. Este concepto engloba a todas aquellas
asociaciones entre microorganismos en las que al menos uno de ellos se ve
desfavorecido (Babel, 1977).

Las capacidades fisioldgicas necesarias para la multiplicacion bacteriana en un
alimento, se restringen a unas pocas especies que soportan las condiciones a las que
estos son sometidos. La mayoria de las BAL pueden proliferar en estas circunstancias
compitiendo con especies patdgenas o determinando su inhibicion. El antagonismo de
BAL se basa en la generacién de productos metabolicos de distinta naturaleza que
ejercen su bioactividad a través de mecanismos especificos e inespecificos (Early 2000;
Duboc & Mollet, 2001). Sin embargo, la competencia por sustratos esenciales,
produccion de enzimas bacterioliticas, acumulacion de D-aminodcidos, descenso del
potencial éxido- reduccion y la coagregacion, también contribuyen a las estrategias de
sobrevivencia llevadas a cabo por las BAL (Castellano et al., 2008).

La identificacion de sustancias antimicrobianas en la produccion de derivados
lacteos, condujo al descubrimiento de moléculas de naturaleza proteica denominadas

bacteriocinas, lo que origin6 posteriormente el desarrollo de nuevas aplicaciones y
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herramientas en la industria alimentaria (Heredia Castro et al., 2017). Uno de los
primeros reportes de antagonismo por este tipo de moléculas ha sido el de Rogers
(1928) quien demostrd que un cultivo iniciador de Streptococcus lactis era efectivo para
producir nisina. La aplicacion de estas moléculas de origen microbiano se ha
vislumbrado no solo en la bioconservacion de los alimentos, sino también en diversas
areas de investigacion dentro de la medicina y el saneamiento ambiental (de la Fuente

Salcido & Barboza Corona, 2010).

1.2 Sustancias antimicrobianas producidas por las BAL

Ademas de inferir en las caracteristicas reolégicas y sensoriales de ciertos alimentos,
el empleo de BAL en la industria alimentaria se debe a que varios de sus metabolitos se
consideran seguros para el consumo humano y en consecuencia son clasificados como
GRAS. Como se menciond, estas sustancias cumplen un importante rol principalmente
como preservantes de alimentos al inhibir la proliferacién de bacterias alterantes o
patdgenas, aunque también pueden ser empleadas como desinfectantes naturales de
superficies (Nahuelquin, 2008). A continuacidn, se describen las principales moléculas

producidas por las BAL que presentan mayor relevancia en este aspecto.

1.2.1 Acidos organicos

El factor primario en que se basa la actividad antimicrobiana de las BAL es la gran
capacidad de produccion de &cidos (principalmente lactico y acético) a partir de la
fermentacion de carbohidratos. Esto ocasiona un descenso del pH en el medio
circundante que inhibe el crecimiento de un gran ndmero de microorganismos,
exceptuando aquellos que poseen tolerancia a este ambiente como las levaduras, los

hongos y las propias BAL. El mecanismo de acidificacion adquiere especial

134



importancia en alimentos no procesados, ya que estos por lo general presentan una alta
actividad agua y una concentracion de nutrientes favorables a la proliferacion de
bacterias indeseables (Daeschel, 1998).

En su forma no disociada, los acidos pueden difundir pasivamente a través de la
membrana plasmatica, disminuir el pH del interior de la célula (acidificacion del
citoplasma) y alterar las funciones claves del metabolismo celular. Entre los
mecanismos de accién de los acidos se incluyen: el colapso del gradiente de protones
(potencial electroquimico), la pérdida de la permeabilidad de la membrana celular y

la interferencia en los sistemas de transporte de sustrato (Ammor et al., 2006).

1.2.2 Otros metabolitos

El efecto inhibitorio de las BAL también se produce por la actividad de metabolitos
inespecificos que son sintetizados en menor cantidad. Entre estos se encuentran
derivados del metabolismo del oxigeno (O2) como el peréxido de hidrogeno (H20z),
radicales superoxidos (O2) y oxhidrilos (OH"). Otras moléculas incluyen al didxido de
carbono (CO2), compuestos aromaticos (diacetilo y acetaldehido), derivados
deshidratados del glicerol (reuterina) y benzoato (Lindgren & Dobrogosz, 1990;
Piard & Desmazeaud, 1991; Piard & Desmazeaud, 1992; Rodriguez, 2002; O’Bryan et
al., 2015a).

Particularmente, el H202 es un metabolito con propiedades altamente oxidantes y
debido a que las BAL no presentan la enzima catalasa, se acumula en el medio de
crecimiento (Daeschel, 1998). La formacidon de este compuesto se lleva a cabo en
presencia de Oz por diferentes reacciones enzimaticas de 6xido-reduccion catalizadas
por la a-glicerofostato oxidasa (en Lactobacillus spp.) o la NADH oxidasa (en
Lactococcus spp.) (Mital & Satyendra, 1995; Macedo et al., 2002). Posteriormente, los
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radicales libres producen la peroxidacion de lipidos de membrana y la destruccion de la
estructura de proteinas, causando efectos citotoxicos sobre microorganismos
susceptibles (Mital & Satyendra, 1995; Ouwehand, 1998).

Por otra parte, el diacetilo es producido por la mayoria de BAL a través de la
fermentacion del citrato. Este metabolito inactiva enzimas microbianas mediante
modificacion o bloqueo de la region catalitica (Requena & Pelaez, 1995; O’Keeffe &
Hill, 2000) y posee funcién antagénica contra bacterias Gram negativas por

interferencia en la utilizacion de arginina (Daeschel, 1998).

1.2.3 Bacteriocinas

Estas moléculas antimicrobianas son péptidos de sintesis ribosomal producto del
metabolismo secundario de varias especies de BAL. Debido a su efectividad,
especificidad e inocuidad son los metabolitos de mayor interés en la industria
alimentaria (Siamansouri et al.,, 2013). Si bien algunas bacteriocinas pueden
acomplejarse con lipidos o carbohidratos, su parte proteica es un componente clave para
ejercer la funcion biolégica (Medina et al.,, 1992). Estos compuestos presentan
variabilidad en cuanto al espectro de actividad antimicrobiana, peso molecular, origen
geneético y estructura quimica. Ademas, cada bacteriocina presenta un mecanismo de
accion especifico (Abee et al., 1995).

El control de las bacteriocinas de BAL se restringe a microorganismos Gram
positivos ya que los Gram negativos presentan menor susceptibilidad (Medina et al.,
1992). Se ha establecido que estos péptidos tienen una implicancia directa en la
inhibicién de microorganismos patégenos y/o alterantes de los alimentos (O’Sullivan et

al., 2002).
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1.2.3.1 Clasificacién de las bacteriocinas
Las bacteriocinas de BAL han sido clasificadas de acuerdo a sus propiedades
fisicoquimicas y accion bioldgica, distinguiéndose en la actualidad cuatro grupos (Chen

& Hoover, 2003; Beshkova & Frengova, 2012).

A) Clase I (Lantibioticos)

En esta clase se incluyen péptidos pequefios que sufren modificaciones
postraduccionales y son sensibles al calor, aunque algunos presentan resistencia a los
tratamientos térmicos (Riley & Wertz, 2002a; Kemperman et al., 2003; Heredia Castro
et al.,, 2017). Las moléculas estan formadas por aminodcidos poco comunes como
lantionina, B-metil-lantionina, dehidroalanina y dehidrobutirina (Mondragon Preciado et
al., 2013).

Los lantibioticos se unen a la pared celular mediante interacciones electrostaticas y
luego provocan poros en la membrana celular alterando su permeabilidad
(Devlieghere et al., 2004). La muerte del microorganismo se produce por la pérdida de
iones potasio, aminoacidos y caida del potencial electroquimico que reduce la sintesis
de acidos nucleicos y proteinas (McAuliffe et al., 2001).

La bacteriocina méas representativa de este grupo es la nisina. producida por
Lactococcus lactis la cual es una importante inhibidora de L. monocytogenes. Esta
molécula presenta autorizacion para su uso en alimentos y es empleada a nivel comercial

en varios paises (Chen & Hoover, 2003).
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B) Clase 11

Este grupo estda conformado por moléculas anfipaticas lineales sin aminoéacidos
modificados que presentan estabilidad al calor y al pH (Beshkova & Frengova, 2012).
Las bacteriocinas de la clase Il actian uniéndose a receptores de las células blanco,
por lo que desestabilizan la membrana plasmatica conduciendo a su despolarizacion
(Hu et al., 2006). La clase se divide en cinco subclases (lla, b, llc, 1ld y lle) de
acuerdo a sus caracteristicas estructurales y propiedades bioactivas (Heredia Castro et
al., 2017). Dentro de la clase Ila se encuentra la pediocina PA-1 y la sakacina P que
poseen una importante actividad antimicrobiana contra Listeria spp. (Mondragon
Preciado et al., 2013). Estas bacteriocinas son la mas estudiadas por sus aplicaciones
potenciales en alimentos (Zouhir et al., 2010). Particularmente la pediocina es

sintetizada por las BAL del género Pediococcus (Naidu et al., 2006).

C) Clase 111

Este grupo incluye moléculas termolabiles de alto peso molecular (>30 kDa)
denominadas “bacteriolisinas” (Abriouel et al., 2011). Las moléculas mas representativas
son la helveticina J producida por Lactobacillus helveticus y la enterocina producida
Enterococcus faecium (Naidu et al., 2006). Estas, actlan directamente sobre la pared
celular de las bacterias Gram positivas conduciendo a la muerte por lisis celular (Cotter

etal., 2005).

D) Clase IV
Las bacteriocinas de esta clase son péptidos grandes y complejos cuya parte proteica
se asocia a glucidos (glicoproteinas) o a lipidos (lipoproteinas) (Kemperman et al.,

2003).
138



1.2.3.2 Empleo de bacteriocinas en la industria alimentaria

Las bacteriocinas son una alternativa al uso de conservantes quimicos y pueden
funcionar solas o0 en combinacion con otros métodos en la biopreservacion de los
alimentos (Cintas et al., 2001). Su potencial beneficio se ha extendido en carnes,
productos lacteos, alimentos enlatados, pescado, bebidas, ensaladas, huevo, productos
de panificacion, vegetales, alimentos fermentados, entre otros (Naidu et al., 2006; de la
Fuente Salcido & Barboza Corona, 2010). Las bacteriocinas pueden formularse como
ingredientes bioactivos en polvo o ser adicionadas a los alimentos directamente de forma
purificada o semipurificada (Cleveland et al., 2001). Entre los métodos de aplicacion
de estos péptidos se incluyen la aspersion o su empleo como componentes de
envases bioactivos (Blanco Massani et al., 2007). Se ha destacado la efectividad de
preparados a base de BAL en forma liquida sobre superficies de trabajo y equipos, y
mediante capsulas en desagties y otros lugares de dificil acceso (Nahuelquin, 2008).

El desempefio de estas sustancias en el control microbiano sobre los alimentos,
depende entre otros factores, de la estabilidad quimica que presenten en la matriz del
mismo. De todas formas, su manejo esta condicionado por criterios de regulacion que
deben ser considerados para su empleo en los productos alimenticios (O’Keeffe &
Hill, 2000; Gautam & Sharma, 2009). Asi, las bacteriocinas a emplear deben cumplir

con los siguientes requerimientos:

» Ser reconocidas y aceptadas por una autoridad reguladora
> Ser viables econémicamente
> Resistir las condiciones de almacenaje y/o procesado del alimento

> Poseer actividad antimicrobiana a bajas concentraciones
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> Presentar un espectro de inhibicién contra microorganismos patégenos o tener

actividad contra uno en particular
» Mejorar la seguridad en los productos donde se adiciona
> No afectar las caracteristicas organolépticas propias del producto

> No ser toxicas para el consumidor

Dentro de las bacteriocinas comerciales utilizadas como biopreservantes se incluyen
la nisina y la pediocina. La nisina fue la primera bacteriocina reconocida y aprobada por
la FAO/WHO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura/ Organizacion Mundial de la Salud) para su utilizacién en la industria
alimentaria. Posteriormente la FDA (Food and Drug Administration) la certificé como
aditivo, estableciéndola en el Codigo Federal de Regulaciones (CFR). Esta
bacteriocina se permite en productos enlatados para controlar el crecimiento de
termofilos esporulados (Delves Broughton, 2005). También se utiliza en quesos
fermentados para la inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes en procesos de
pasteurizacion, fijando un limite maximo de 250 ppm en el producto terminado (FDA,
2017).

Particularmente, la aplicacion de nisina se destaca en productos carnicos donde a
una concentracion de 400 Ul/gr a 800 Ul/gr o en combinacién con 2 % p/v de NaCl
logra inhibir el crecimiento de L. monocytogenes satisfactoriamente. Sin embargo, la
accion bacteriostatica de esta molécula se reduce al bajar la temperatura de
refrigeracion. De forma especifica, la enterocinas A y B se han empleado en pechuga de
pollo presentando un efecto antilisteria elevado. Al mismo efecto, la pediocina y la

leucocina resultan igualmente efectivas (de la Fuente Salcido & Barboza Corona, 2010).
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La actividad antagdnica que ejerce la pediocina en L. monocytogenes la convierte en
un péptido con potencial aplicacion en los alimentos. Por ese motivo se han registrado
varias patentes europeas y norteamericanas para su empleo como bioconservante (Chen
& Hoover, 2003; Ekbal et al., 2012). Asimismo, en los tratamientos de sanitizacion se
demostré que la accién conjunta de diversas bacteriocinas puede presentar un efecto
sinérgico para inhibir patdgenos y este efecto se podria potenciar en combinaciéncon
métodos fisicos o quimicos (de la Fuente Salcido & Barboza Corona, 2010).

Por su parte, existen factores que influyen en la sintesis y actividad de las
bacteriocinas en condiciones in vitro. Entre estos se destacan la composicion y el pH del
medio de cultivo, como asi también la fase de crecimiento de la bacteria que las
produce. Sin embargo, para que la produccion de bacteriocinas tenga lugar, es necesario
que las BAL dispongan de un medio de crecimiento enriquecido con carbohidratos,
minerales e hidrolizados proteicos, principalmente aminoacidos. Por lo general, la
produccion maxima de péptidos antimicrobianos ocurre naturalmente durante y al final
de la fase logaritmica del desarrollo bacteriano (Vasquez et al., 2009). En tanto, una
incubacion extensa de las BAL en el medio de cultivo, puede dar lugar a la perdida de
actividad de la bacteriocina en cuestion. Esto es debido a eventos de proteolisis o a la
acumulacion de acidos generados durante las fases finales del crecimiento (Medina et

al., 1992).
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2. HIPOTESIS

Como se evidenci6 en el Capitulo I, L. monocytogenes esta presente en la carne
cruda de pollo como consecuencia de la contaminacion cruzada de las carcasas. En
tanto, en el capitulo anterior fue posible determinar que las excretas podian ser fuente de
BAL. En base a estos criterios y considerando la importancia que representan algunos
metabolitos producidos por las BAL en el control de patdgenos, en esta seccion se

planted la siguiente hipétesis:

» Las BAL aisladas, provenientes de las excretas de pollos broiler, son capaces de

producir sustancias (tipo bacteriocinas) que resultan antagonistas contra las

cepas de L. monocytogenes contaminantes de la carne de pollo.
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3. OBJETIVOS

Debido a que no existen estudios del empleo de BAL nativas en el control de
aislamientos de L. monocytogenes contaminantes de la carne de pollo, se propusieron

los siguientes objetivos:

» Determinar si las BAL nativas obtenidas de las excretas de pollos producen
sustancias con capacidad antagonista sobre las cepas de L. monocytogenes

aisladas de la carne aviar.

» Evaluar el antagonismo de los sobrenadantes de BAL segun la efectividad y el
grado de inhibicion que presenten sobre las cepas de L. monocytogenes en

estudio.

» Analizar si existe variabilidad en el antagonismo dentro de las cepas de L.

monocytogenes que resulten inhibidas.
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4. METODOLOGIA

Los ensayos realizados en este capitulo consistieron en determinar la actividad
biol6gica de los sobrenadantes de BAL (antagonismo) provenientes de las excretas
(Capitulo 111) sobre las 13 cepas de L. monocytogenes aisladas en la carne de pollo

(Capitulo I).

4.1 Obtencion de los sobrenadantes de BAL

Las 15 cepas de BAL correspondientes a cada tratamiento (C; W3; P; W + P) se
incubaron en Caldo MRS a 33 °C durante 48 horas. Luego del periodo de incubacion,
los cultivos se homogenizaron y se ajustaron a una concentracion de 2 en la escala
McFarland Standard (Biomerieux) correspondiente a 6 x 108 UFC/mL. Estos cultivos se
centrifugaron a 7000 r.p.m a 4 °C durante 30 min para obtener los sobrenadantes libres
de células (SLC). Posteriormente, los SLC se colocaron en tubos estériles con
micropipeta y se medio el pH (Figura 13). Los sobrenadantes crudos se trataron con
NaOH 0,5 N hasta alcanzar la neutralidad y una vez neutralizados se sometieron a una

temperatura de 100 °C durante 5 minutos (Floriano et al., 1998; Marguet et al., 2011).

Figura 13. Sobrenadantes libres de células (SLC) obtenidos de BAL cultivadas en Caldo MRS.
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4.2 Reactivacion de cepas de L. monocytogenes

Las 13 cepas de L. monocytogenes identificadas fenotipicamente (Capitulo 1 y 1) se
incubaron en Caldo FRASER a 37 °C durante 24 horas. Posteriormente, los cultivos se
ajustaron a una concentracion de 2 en la escala McFarland Standard (Biomerieux) y se
emplearon en el ensayo de antagonismo. Las actividades se realizaron dentro de una

Cabina de Seguridad Bioldgica Clase I1.

4.3 Prueba de antagonismo

El ensayo de antagonismo se realiz6 por el método de difusion en placa (Floriano et
al., 1998; Yaakoubi et al., 2009) empleando el Agar Mueller Hinton (AMH) (Anexo
1.18), medio indicado en pruebas de sensibilidad. Para desarrollar el procedimiento, las
cajas de Petri conteniendo AMH, se sembraron con 200 uL de indculo de cada cultivo de
L. monocytogenes (punto 4.2). El cultivo se disemind en el medio con una espatula de
Drigalsky estéril para lograr una distribucién homogénea. A continuacion, las cajas se
colocaron en posicion inclinada cubiertas parcialmente dentro del flujo laminar durante
10 minutos. Posteriormente, empleando sacabocados metalicos estériles, se practicaron
6 pocillos de 10 mm de diametro y 2 mm de profundidad sobre el medio agarificado de
cada caja. En 5 pocillos se depositaron 20 uL de sobrenadante del aislamiento a evaluar
(punto 4.1). El pocillo restante se llené con Caldo MRS sin inocular para descartar una
posible actividad inhibitoria del medio. Finalmente, las placas se mantuvieron a 4 °C
durante 2 horas para permitir la difusion de los sobrenadantes en el agar y luego se
incubaron en estufa a 37 °C durante 48 horas. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

La observacién de un halo de inhibicion sobre el cultivo de L. monocytogenes se

considerd positiva para antagonismo. El halo se midié en milimetros (mm) con un
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calibre tipo Vernier desde el perimetro de cada pocillo. La efectividad del antagonismo
de los sobrenadantes evaluados de cada BAL se establecié de acuerdo al espectro de
control ejercido sobre las cepas de L. monocytogenes (% de cepas inhibidas). Para el
grado de inhibicidn, se utiliz6 una escala arbitraria que permitié clasificar los SLC
segun la actividad antagdnica presente: alta (halo mayor a 2 mm), media (halo entre
1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Complementariamente a este criterio,

se estudio la variabilidad en el antagonismo de las cepas que resultaron inhibidas.

4.4 Analisis estadistico.

La evaluacion de los datos se realizé mediante el Analisis de la Varianza (ANOVA)
(nivel de confianza del 95 %) utilizando el programa estadistico estandar InfoStat System
(Cérdoba, Argentina) (Di Rienzo et al., 2013). Las medias de cada tratamiento fueron
separadas mediante la prueba de comparacion multiple de Fisher (test de diferencias

minimas significativas (DMS)).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Rol de los sobrenadantes de BAL nativas en el antagonismo de las cepas de L.

monocytogenes provenientes de la carne de pollo

Los resultados evidenciaron que del total de SLC ensayados, solo algunos
presentaron capacidad inhibitoria sobre las 13 cepas de L. monocytogenes en estudio
(Figura 14). El halo de inhibicion se manifesté como una zona clara alrededor de cada
pocillo. Los SLC que fueron mejores antagonistas, mostraron un halo de inhibicién bien
marcado debido al contraste con la zona de crecimiento de la bacteria. En tanto, este
contraste fue difuso con los SLC de menor antagonismo, donde se observé un halo de
inhibicion més estrecho. De 15 SLC evaluados en cada tratamiento, solamente 3 de la
condicion control (20 %), 9 del tratamiento W3 (60 %), 2 del tratamiento P (13,33 %) y
3 del tratamiento W3 + P (20 %), presentaron antagonismo en al menos una de las cepas

de L. monocytogenes.

Figura 14. Capacidad de inhibicion de los SLC. a) Prueba de antagonismo b) Sin halo de
inhibicion ¢) Con halo de inhibicidn.

147



Los resultados obtenidos respecto a la actividad inhibitoria de los SLC,
posiblemente se deban a diferencias en el metabolismo de las BAL analizadas. En todos
los SLC, el valor del pH del medio de cultivo fue menor que antes de iniciar la
incubaciénde las BAL, lo que indico que todas las cepas fueron capaces de producir
acidos organicos en las condiciones ensayadas. Sin embargo, debido a que los productos
acidos fueron posteriormente neutralizados en los SLC, el antagonismo observado
sugiri6 la presencia de sustancias antimicrobianas de naturaleza peptidica tipo
bacteriocina. Este efecto resaltd la capacidad de las BAL provenientes de las excretas,
para producir moléculas inhibitorias sobre las cepas de L. monocytogenes contaminantes
de la carne de pollo. Por otra parte, el tratamiento térmico de los SLC luego de la
neutralizacién, demostro la estabilidad del principio activo en los SLC que presentaron
actividad antilisteria. Debido a que la capacidad antimicrobiana no se alteré en las
condiciones impuestas, los resultados indican que las moléculas involucradas en este
efecto son termoestables. Como se mencioné en la Introduccion, la estabilidad térmica
de moléculas con actividad especifica contra L. monocytogenes, se asocia a péptidos
de bajo peso molecular y es caracteristica del grupo de bacteriocinas clase lla (Chen &
Hoover, 2003; Mokoena, 2017). Los resultados obtenidos concuerdan con los estudios
realizados por Marguet et al., (2011), quienes demostraron que la actividad antilisteria
de BAL no se modificaba cuando los SLC eran neutralizados y tratados térmicamente.
Por otra parte, se ha observado que la sensibilidad a la temperatura depende del estado
de purificacion de la bacteriocina, siendo la estabilidad térmica decreciente en
bacteriocinas que han sido total o parcialmente purificadas (Cintas et al., 2001). Una
excepcion lo constituiria la nisina (clase lantibidticos) que en forma pura puede

permanecer activa hasta después de un calentamiento a 100 °C
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durante 10 min y en condiciones extremadamente acidas (Medina et al., 1992; Cintas et
al., 2001). Respecto a esto, si bien en el presente Trabajo no se han purificado las
sustancias provenientes de las BAL, se sugiere que los SLC que exhibieron actividad
inhibitoria contra las cepas de L. monocytogenes, podrian contener algin tipo de
molécula estructuralmente similar a la nisina o a la pediocina, ya que estas
moléculas presentan una comprobada efectividad contra Listeria spp. y son estables a
altas temperaturas (Heredia Castro et al., 2017). La caracteristica de termorresistencia de
algunas de las bacteriocinas, parece estar relacionada con péptidos pequefios que
carecen de estructura terciaria, a diferencia de las bacteriocinas termol&biles que poseen
mayor peso molecular y probablemente una estructura molecular mas compleja (Piard &
Desmazeaud, 1992). De todas formas, no se descartaria que otras sustancias de
naturaleza peptidica distintas a las mencionadas, hayan participado en la accion
inhibitoria contra las cepas de L. monocytogenes ensayadas. En este aspecto, Zhu et al.,
(2014) resaltan que los lactobacilos pueden producir metabolitos antilisteria de fuerte
estabilidad al calor y al pH. Por otro lado, se ha demostrado que algunos extractos
bioactivos de Lactobacillus spp. presentan resistencia al calentamiento, propiedad
sumamente importante para asegurar el control de microorganismos cuando los
alimentos se someten a ciertos procesos de la industria alimentaria (Piard &

Desmazeaud, 1992; Gutiérrez et al., 2005).

5.2 Efecto antagonico de los SLC segun las BAL aisladas en los distintos
tratamientos

Como se mencion6 en la Metodologia (MT), el antagonismo de los SLC se
establecio en base a la efectividad (% de cepas inhibidas) y al grado de inhibicién o
actividad antagonica exhibida (alta-media-leve). Posteriormente, se analizd el nivel
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de variabilidad de los SLC de acuerdo al antagonismo ejercido sobre las cepas de L.
monocytogenes (B7, C5, G1, G7, GG5, HH5, L5, N7, R7, U1, V7, W1y Z1) (Anexo 4).

A continuacidn, se describen los resultados obtenidos en cada caso.

5.2.1 SL.C obtenidos de las BAL provenientes de la condicién control

Los SLC con capacidad antagonista de este grupo se identificaron como: 4C, 16C y
20C (Anexo 4.1). ElI SLC 4C presentd un 38 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes analizadas. El espectro de control involucro a las cepas Z1, HH5, R7,
V7, Ul y L5 con diferentes grados de inhibicion (Figura 15). Este SLC ejercié una
actividad antagonica media sobre Z1, HH5 y R7 y leve sobre V7, Ul y L5 de acuerdo a
la escala descripta en MT.

Se observo variabilidad en la medida de los halos de inhibicion. Los halos presentes
en Z1 (1,48 mm + 0,076), HH5 (1,47 mm + 0,09), R7 (1,45 mm + 0,105) y V7 (1,38
mm = 0,029) difirieron significativamente del observado en L5 (1,23 mm % 0,068) que
fue el de menor calibre. A su vez, el halo de inhibicién sobre Ul (1,34 mm % 0,036)

presento diferencias solo con el de Z1.
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Figura 15. Antagonismo del SLC 4C en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en Z1,

HH5 y R7 (barras color oro) y leve sobre V7, Ul y L5 (barras color azul).

El SLC 16C presento un 69 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes analizadas. El espectro de control involucro a las cepas R7, HH5, Z1,
V7, U1, L5, W1, G1 y B7 con diferentes grados de inhibicion (Figura 16). Este SLC
ejercio una actividad antagonica alta sobre R7, HH5 y Z1, media sobre V7 y Ul y leve
sobre L5, W1, G1y B7 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se observé variabilidad
en el calibre de los halos de inhibicion. Los halos de inhibicion en R7 (2,47 mm *
0,102) y HH5 (2,35 mm + 0,055) difirieron significativamente del resto. Por su parte,
las cepas V7 (1,62 mm £ 0,091) y U1 (1,6 mm = 0,095) no presentaron diferencias entre
ellas respecto a este parametro al igual que L5 (1,41 mm £ 0,09), W1 (1,4 mm % 0,045)
y G1 (1,36 mm + 0,06). En tanto el halo de inhibicién observado en B7 (1,16 mm *

0,053), fue el menor respecto a los demas.

151



3
€ e
a5 | 1 d
_ T
E T
E
= 2 C c
S - b p b
=
= 15 T - -
£
s 1
o
"
T
0.5
R7 HH5 Z1 V7 U1 LS W1l G1 B7
Cepas de L. monocytogenes

Figura 16. Antagonismo del SLC 16C en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en R7,
HH5 y Z1 (barras color rojo), media en V7 y U1 (barras color oro) y leve sobre L5, W1, G1ly

B7 (barras color azul).

El SLC 20C presento un 54 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes evaluadas. El espectro de control involucro a las cepas G1, Z1, C5, L5,
Ul, V7 y W1 con diferentes grados de inhibicion (Figura 17). Este SLC ejercio una
actividad antagonica media sobre todas las cepas mencionadas, excepto en W1 donde el
grado de inhibicion fue leve segun la escala descripta en MT. Se observd variabilidad en
la medida de los halos de inhibicion. El halo de inhibicion presente en G1 (1,81 mm +
0,06) difirid significativamente del resto, aunque fue similar al observado en la cepa Z1
(1,72 mm % 0,104). En tanto, los halos observados en C5 (1,62 mm + 0,076), L5 (1,53
mm + 0,07) y U1 (1,51 mm % 0, 075) no difirieron entre si, al igual que los de V7 (1,46

mm £ 0,093) y W1 (1,33 mm = 0,064).
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Figura 17. Antagonismo del SLC 20C en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicién (mm) se expresan como promedio £ SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en G1,

Z1, C5, L5, Ul y V7 (barras color oro) y leve sobre W1 (barra color azul).

5.2.2 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento W3

Los SLC con capacidad antagonista de este grupo se identificaron como: O1, 02, O4,
05y 06, 08, 09, 010 y O11 (Anexo 4.2). EI SLC O1 presentd un 46 % de efectividad
sobre las 13 cepas de L. monocytogenes evaluadas. El espectro de control involucré a las
cepas W1, Ul, V7, Z1, G1 y L5 con diferentes grados de inhibicion (Figura 18). Este
SLC ejercio una actividad antagonica alta sobre W1, media sobre U1, V7 y Z1y leve
sobre G1 y L5 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se observd variabilidad en el
tamafio de los halos de inhibicion. Los halos observados tanto en W1 (2,1 mm + 0,1)
como en Z1 (1,54 mm + 0,04) difirieron significativamente del resto. Por su parte, los
halos de inhibicion correspondientes a U1 (1,76 mm + 0,096) y V7 (1,75 mm % 0,061)

no presentaron diferencias significativas entre si al igual que los obtenidos en G1 (1,33
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mm = 0,065) y L5 (1,27 mm = 0,067).
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Figura 18. Antagonismo del SLC O1 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en W1
(barra color rojo), media en U1, V7 y Z1 (barras color oro) y leve sobre G1 y L5 (barras color

azul).

El SLC O2 presentd un 31 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
testeadas. El espectro de control involucré a las cepas L5, G1, U1 y W1 con diferentes
grados de inhibicion (Figura 19). Este SLC ejerci6 una actividad antagonica altaen L5y
G1 y media sobre U1 y W1 segun la escala descripta en MT. Se observo variabilidad en
los halos de inhibicion correspondientes a cada cepa con diferencias significativas
entre si. EI mayor antagonismo se observo en L5 (2,53 mm £ 0,12), seguido por G1

(2,13 mm £ 0,09), U1 (1,85 mm + 0,093) y W1 (1,62 mm + 0,085).
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Figura 19. Antagonismo del SLC O2 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue altaen L5 y

G1 (barras color rojo)y media en U1l y W1 (barras color oro).

El SLC 04 presentd un 69 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
evaluadas. EIl espectro de control involucré a las cepas L5, Z1, V7, Ul, G7, GG5, G1,
W1 y N7 con diferentes grados de inhibicién (Figura 20). Este SLC ejercié una actividad
antagoénica alta sobre L5 y Z1, media sobre V7, Ul, G7, GG5y G1 y leve sobre W1y
N7 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se observo variabilidad en el calibre de los
halos de inhibicion. El halo de inhibicién correspondiente a la cepa L5 fue el de mayor
tamafio (2,32 mm % 0,21) aunque este, no difirié significativamente del observado en
Z1 (2,13 mm £ 0,162). Por su parte, los halos de inhibicién en las cepas G7 (1,73 mm +
0,162), GG5 (1,68 mm + 0,223), G1 (1,49 mm =+ 0,18), W1 (1,43 mm * 0,142) y N7
(1,42 mm % 0,19) no presentaron diferencias significativas entre si. En tanto, los halos

de V7 (1,87 £ 0,151) y U1 (1,81 = 0,193) fueron similares a los de G7 y GG5.
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Figura 20. Antagonismo del SLC O4 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue altaen L5 y
Z1 (barras color rojo), media en V7, U1, G7, GG5 y G1 (barras color oro) y leve sobre W1y
N7 (barras color azul).

El SLC O5 presentd un 69 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
evaluadas. El espectro de control involucré a las cepas L5, Z1, G7, W1, U1, G1, N7, V7
y GG5 con diferentes grados de inhibicion (Figura 21). Este SLC ejercidé una actividad
antagoénica alta sobre L5 y media en las demas cepas, de acuerdo a la escala descripta en
MT. Se observd variabilidad en la medida de los halos de inhibicion. El halo
correspondiente a L5 (2,12 mm + 0,151) se diferencio significativamente del resto, pero
no del observado en Z1 (1,91 mm % 0,19). En tanto, los halos de inhibicién observados
en W1 (1,77 mm % 0,155), U1 (1,73 mm £ 0,16), G1 (1,69 mm + 0,14), N7 (1,67 mm %
0,125), V7 (1,65 mm = 0,11) y GG5 (1,53 mm = 0, 175) no difirieron entre si. Por su

parte, el halo de G7 (1,83 mm + 0,193) tampoco tuvo diferencias con los mencionados,
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pero si presento diferencias con los obtenidos en L5 y GG5.
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Figura 21. Antagonismo del SLC O5 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio = SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en L5
(barra color rojo) y media sobre Z1, G7, W1, U1, G1, N7, V7 y GG5 (barras color oro).

El SLC 06 presentd un 77 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
evaluadas. EIl espectro de control involucré a las cepas L5, G7, V7, GG5, G1, Z1, U1,
N7, W1y HH5 con diferentes grados de inhibicion (Figura 22). Este SLC ejercié una
actividad antagonica alta sobre L5, media en G7, V7, GG5, G1, Z1, U1, N7 y leve sobre
W1y HH5 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se observé variabilidad en el calibre
de los halos de inhibicién. EI mayor halo de inhibicion se obtuvo en la cepa L5 (2,18 mm
+ 0,102). Los halos de inhibicién correspondientes a G7 (1,94 mm + 0,094) y V7 (1,84
mm = 0,06) no difirieron significativamente y la Gltima tampoco present6 diferencias

con GG5 (1,78 mm + 0,043). En tanto, los halos observados en W1 (1,44 mm + 0,085)
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y HH5 (1,37 mm + 0,058) fueron estadisticamente similares y los de menor tamafio. Sin
embargo, el halo de inhibicién en la cepa N7 (1,49 mm £ 0,097) fue semejante al de
W1. Tampoco se observaron diferencias entre U1 (1,65 mm + 0,065), Z1 (1, 64 mm £

0,065) y G1 (1,66 mm + 0,032).
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Figura 22. Antagonismo del SLC O6 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio = SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en L5
(barra color rojo), media en G7, V7, GG5, G1, Z1, Ul y N7 (barras color oro) y leve sobre W1
y HH5 (barras color azul).

El SLC O8 present6 un 31 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
ensayadas. El espectro de control involucroé a las cepas L5, U1, G1 y W1 con diferentes
grados de inhibicion (Figura 23). Este SLC exhibi6 una actividad antagénica alta sobre
L5, media en Ul y G1 y leve sobre W1 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se

observé variabilidad en el calibre de los halos de inhibicidn. El halo de inhibicién en L5
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(2,28 mm + 0,074) fue el de mayor calibre respecto a las demas cepas. Por su parte, los
halos correspondientes a U1 (1,77 mm £ 0,058) y G1 (1,67 mm £ 0,032) no presentaron
diferencias entre si, pero fueron significativamente mayores al observado en la cepa W1

(1,43 mm + 0,025).

2,5

-
[ Ln [
[=n

Halo de inhibicion (mm)

=
o
Ln

=]

LS U1 Gl Wi

Cepas de L. monocytogenes

Figura 23. Antagonismo del SLC O8 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio = SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en L5

(barra color rojo), media en Ul y G1 (barras color oro) y leve sobre W1 (barras color azul).

El SLC 09 presentd un 38 % de efectividad sobre las 13 cepas de L. monocytogenes
analizadas. El espectro de control involucré a las cepas Ul, G1, L5, Z1 y W1 con
diferentes grados de inhibicion (Figura 24). Este SLC exhibié una actividad antagdnica
alta en U1, media en G1 y leve sobre L5, Z1 y W1 de acuerdo a la escala descripta en
MT. Se observo variabilidad en el tamafio de los halos de inhibicién. EI mayor halo se

evidencio en la cepa Ul (2,2 mm * 0,09). En tanto, los halos correspondientes a las
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cepas L5 (1,41 mm % 0,06) y Z1 (1,33 mm £ 0,121) no presentaron diferencias
significativas entre si, pero se diferenciaron de los halos observados en G1 (1,71 mm *

0,083) y W1 (1,13 mm + 0,058).
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Figura 24. Antagonismo del SLC O9 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos de
inhibicion (mm) se expresan como promedio = SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasifico segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en Ul

(barra color rojo), media en G1 (barra color oro) y leve sobre L5, Z1 y W1 (barras color azul).

El SLC 010 presentdé un 46 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes analizadas. El espectro de control involucr6 a las cepas U1, G1, W1, L5,
V7y Z1 con diferentes grados de inhibicion (Figura 25). Este SLC ejerci6 una actividad
antagoénica alta en U1, media en G1 y leve sobre W1, L5, V7 y Z1 de acuerdo a la
escala descripta en MT. Se observé variabilidad en la medida de los halos de inhibicion.
El halo de inhibicién correspondiente a la cepa Ul (2,22 mm % 0,106) fue el de mayor

tamafo. En tanto, el halo de la cepa G1 (1,62 mm £ 0,202) no presentd diferencias
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significativas con los observados en W1 (1,38 mm = 0,19) y L5 (1,37 mm + 0,161) pero
si con los halos de V7 (1,33 mm * 0,153) y Z1 (1,23 mm % 0,12) los cuales fueron

estadisticamente similares.
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Figura 25. Antagonismo del SLC 010 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio * SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segln la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue alta en Ul
(barra color rojo), media en G1 (barra color oro) y leve sobre W1, L5, V7 y Z1 (barras color

azul).

El SLC O11 presentd6 un 62 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes analizadas. El espectro de control involucré a las cepas C5, G1, W1, Z1,
U1, L5, V7 y N7 con diferentes grados de inhibicion (Figura 26). Este SLC exhibi6 una
actividad antagonica media en C5, G1, W1, Z1 y Ul y leve sobre L5, V7 y N7 de
acuerdo a la escala descripta en MT. Se observo variabilidad en el calibre de los halos
de inhibicion. Los halos de C5 (1,8 mm £ 0,1) y G1 (1,76 mm % 0,144) fueron los de

mayor tamafo respecto al resto, aunque no difirieron al observado en W1 (1,74 mm *
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0,125). Por su parte, el halo obtenido en Z1 (1,52 mm + 0,115) difirié significativamente
de los correspondientes a L5 (1,27 mm + 0,095), V7 (1,25 mm + 0,16) y N7 (1,22 mm +

0,098) que fueron estadisticamente similares entre si.
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Figura 26. Antagonismo del SLC O11 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio £ SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en C5,

G1, W1, Z1y U1 (barras color oro) y leve sobre L5, V7 y Z1 (barras color azul).

5.2.3 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento P

Los SLC con capacidad antagonista de este grupo se identificaron como: Pro0l y
Pro02 (Anexo 4.3). EI SLC Pro01 presentd un 15 % de efectividad sobre las 13 cepas de
L. monocytogenes evaluadas. El espectro de control involucrd a las cepas G1 y GG5 con
diferentes grados de inhibicion (Figura 27). Este SLC ejercié una actividad antagénica
media sobre G1 y leve sobre GG5 de acuerdo a la escala descripta en MT. El halo de

inhibicion medido sobre G1 (1,49 mm + 0,035) fue de mayor tamafio que el observado
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en GG5 (1,21 mm + 0.053).
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Figura 27. Antagonismo del SLC Pro01 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en G1

(barra color oro) y leve sobre GG5 (barra color azul).

El SLC Pro02 presentd un 15 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes analizadas. El espectro de control involucré a las cepas W1 y L5 con
diferentes grados de inhibicién (Figura 28). Este SLC exhibid una actividad antagonica
media en W1 y leve sobre L5 de acuerdo a la escala descripta en MT. El halo de
inhibicién medido sobre W1 (1,37 mm % 0,071) resulté ser de mayor calibre que el

observado en L5 (1,16 mm % 0, 065).
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Figura 28. Antagonismo del SLC Pro02 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicién (mm) se expresan como promedio £ SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagdnica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mm y 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en W1

(barra color oro) y leve sobre L5 (barra color azul).

5.2.4 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento W3 + P

Los SLC con capacidad antagonista de este grupo se identificaron como: OP9, OP4
y OP5 (Anexo 4.4). EI SLC OP9 present6 un 61 % de efectividad sobre las 13 cepas de
L. monocytogenes evaluadas. El espectro de control involucro a las cepas G7, GG5, L5,
W1, U1, N7, Z1y V7 con diferentes grados de inhibicion (Figura 29). Este SLC ejercio
una actividad antagonica media en G7, GG5, L5, W1, Ul, N7y Z1y leve sobre V7 de
acuerdo a la escala descripta en MT. Se observo variabilidad en el calibre de los halos de
inhibicion. EI halo medido en la cepa G7 (1,77 mm % 0,185) presento diferencias
significativas respecto a los observados en Z1 (1,46 mm + 0,171) y V7 (1,43 mm *
0,154). Sin embargo, no se hallaron diferencias entre los halos mencionados y los halos

correspondientes a las cepas N7 (1,48 mm £ 0,155), U1 (1,56 mm + 0,162), W1 (1,57
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mm £ 0,212), L5 (1,6 mm = 0,184) y GG5 (1,62 mm + 0,197).
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Figura 29. Antagonismo del SLC OP9 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio £ SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagonica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en G7,
GG5, L5, W1, U1, N7y Z1 (barras color oro) y leve sobre V7 (barra color azul).

El SLC OP4 presentd un 23 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes testeadas. El espectro de control involucré a las cepas G1, W1y B7 con
diferentes grados de inhibicion (Figura 30). Este SLC ejercio una actividad antagénica
media en G1 y leve sobre W1y B7 de acuerdo a la escala descripta en MT. Se observd
variabilidad en el tamafio de los halos de inhibicion. Los halos de inhibicion medidos en
las cepas W1 (1,3 mm % 0,055) y B7 (1,21 mm + 0,046) no presentaron diferencias
significativas entre si, pero se diferenciaron del halo observado en G1 (1,66 mm *

0,071).
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Figura 30. Antagonismo del SLC OP4 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicion (mm) se expresan como promedio + SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en G1

(barra color oro) y leve sobre W1 y B7 (barras color azul).

El SLC OP5 presentd un 61 % de efectividad sobre las 13 cepas de L.
monocytogenes evaluadas. El espectro de control involucro a las cepas G1, C5, Z1, W1,
U1, N7, V7 y L5 con diferentes grados de inhibicion (Figura 31). Este SLC ejerci6 una
actividad antagonica media en G1, C5 y Z1 y leve sobre W1, Ul, N7, V7 y L5 de
acuerdo a la escala descripta en MT. Se observo variabilidad en el calibre de los halos
de inhibicién. Los mayores halos de inhibicion se registraron en las cepas G1 (1,78 mm
+ 0,079) y C5 (1,66 mm + 0,065) mientras que los menores halos se observaron en N7
(1,27 mm = 0,058), V7 (1,21 mm = 0,076) y L5 (1,17 mm + 0,094). En tanto, los halos
correspondientes a las cepas Z1 (1,46 mm + 0,04), W1 (1,44 mm + 0,081) y Ul (1,41
mm + 0,071) no presentaron diferencias entre si, pero se diferenciaron de las

mencionadas previamente.
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Figura 31. Antagonismo del SLC OP5 en distintas cepas de L. monocytogenes. Los halos
de inhibicién (mm) se expresan como promedio £ SD de tres repeticiones. Cepas con la misma
letra (extremo superior de la barra) no difieren significativamente (DMS, p > 0,05). La
actividad antagénica se clasificd segun la siguiente escala: alta (halo mayor a 2 mm), media
(halo entre 1,45 mmy 2 mm) o leve (halo menor a 1,45 mm). Esta actividad fue media en G1,

C5y Z1 (barras color oro) y leve sobre W1, U1, N7, V7 y L5 (barras color azul).

Los resultados obtenidos sefialan que existe una gran heterogeneidad en cuanto a la
efectividad y grado de inhibicion de los SLC en los ensayos de antagonismo. Ningun
SLC de BAL fue efectivo en las 13 cepas de L. monocytogenes ensayadas, sin embargo,
al menos una cepa de L. monocytogenes pudo ser controlada por los SLC evaluados,
demostrando una gran diversidad en la sensibilidad/resistencia entre las cepas de L.
monocytogenes y las sustancias antimicrobianas producidas por las BAL. Estos
resultados concuerdan con los establecidos por Slozilova et al., (2014) quienes hallaron
discrepancias en la accion inhibitoria de sobrenadantes de BAL sobre cepas de L.
monocytogenes procedentes de distintas fuentes. Por su parte, Bungenstock et al.,
(2020) reportaron que de los SLC obtenidos de BAL provenientes de productos

fermentados, solo un 12,4 % fueron efectivos contra cepas patrones de
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Listeria spp.

De acuerdo a la respuesta obtenida con cada SLC, el nivel de antagonismo ejercido
en las cepas de L. monocytogenes se asocia en parte a la condicién experimental de
donde fueron aisladas las BAL. EI mayor niUmero de BAL con capacidad antagonista del
tratamiento W3, posiblemente se deba al efecto inductor de la harina de chia, aunque en
este caso no todas presentaron el mismo patron de inhibicion sobre las cepas evaluadas
de L. monocytogenes. Como se discutio en el Capitulo 111, este componente de la dieta
de los pollos repercutio positivamente en la abundancia de BAL aisladas en las excretas,
por lo que no se descartaria que también haya influido en la seleccion de BAL nativas
con capacidad antagonista contra L. monocytogenes. Respecto a esto, se ha comprobado
que el establecimiento y la sobrevivencia de BAL en el TGI, estan condicionadas
ademés de la especie y tipo de cepa, por numerosos factores externos donde
intervienen fundamentalmente los componentes de la dieta (Terpou et al., 2019). En
este caso, la fibra dietaria soluble, los polifenoles y los AGPI presentes en la harina de
chia, podrian haber funcionado como productos prebidticos (mejoradores) para el
crecimiento de estas BAL en el intestino, lo que explicaria la mayor recuperacion de
bacterias antagonistas en las excretas analizadas.

Como se menciond en la Introduccion, la aplicacion de productos procedentes de
BAL se destaca en la preservacion de los alimentos. En este aspecto, es de importancia
principalmente la busqueda de metabolitos bioactivos para evitar la proliferacion de
agentes productores de ETA como L. monocytogenes (Abbasiliasi et al., 2017). Los
estudios presentados aqui, indican que las BAL extraidas de las excretas de pollos
especialmente de la condicion C y de los tratamientos W3 y W3 + P, pueden ser
efectivas en la produccién de moléculas termoestables con efecto antilisteria. Los

resultados evidencian que de los 60 SLC de BAL analizados, el 13,33 % (16C, 20C, 04,
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05, 06, 011, OP9 y OP5) ejercié antagonismo en mas del 50 % de las cepas de L.
monocytogenes analizadas, siendo el SLC O6 el de mayor efectividad (77 % de las
cepas ensayadas). Esto sugiere que el empleo de los SLC o las sustancias bioactivas
extraidas de los mismos, podrian aprovecharse en la industria alimentaria para prevenir o
retrasar el desarrollo de un amplio espectro de cepas de L. monocytogenes
contaminantes de la carne de pollo. En correlacion a los resultados expuestos, el efecto
antilisteria del metabolismo de las BAL se ha demostrado en diferentes investigaciones
(Pinto et al., 2009; Tomé et al., 2009; Olbrich dos Santos 2011; Johnson et al., 2017).
Por su parte, si bien en la condicion control se obtuvieron pocos SLC de BAL con
capacidad antagonista, estos presentaron una gran efectividad. Dicha cualidad es de
relevancia, considerando que las cepas de L. monocytogenes aisladas de la carne de
pollo poseen comportamientos distintos en condiciones in vitro (Capitulo II). Por otro
lado, la baja efectividad obtenida de los SLC provenientes del tratamiento P (Pro01 y
Pro02) posiblemente se explique por una mayor produccion de sustancias antagonistas
termol&biles por parte de las BAL implicadas, a la baja estabilidad en medio &cido de las
sustancias producidas antes de la neutralizacion y/o a una cierta especificidad inhibitoria
de dichas moléculas en determinadas cepas de L. monocytogenes.

Debido a que los ensayos de antagonismo se realizaron en base a la bldsqueda de
moléculas inhibitorias de naturaleza peptidica, la falta de respuesta en los demas SLC no
indicaria necesariamente la incapacidad de las BAL para controlar a L. monocytogenes.
Es posible que estas BAL provenientes de las excretas, funcionen como antagonistas de
patdgenos en el intestino de las aves a través de procesos distintos a la antibiosis,
garantizando igualmente la salud de los animales. Diversos estudios demuestran que la
exclusion, el desplazamiento, la competencia por nutrientes, la auto y co-agregacion con
patdgenos y la produccién de acidos grasos de cadena corta, también forman parte de

las estrategias competitivas de las BAL contra microorganismos, en particular en
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Lactobacillus spp. (Lopez Acevedo 2013; Cisek & Binek, 2014; Camargo et al, 2018).
En este aspecto, es probable que la mayoria de las BAL, especialmente las aisladas del
tratamiento P, supriman el crecimiento de bacterias indeseables por algunos de los
mecanismos mencionados.

En el presente estudio, los SLC que resultaron antagonistas exhibieron grados de
inhibicion disimiles contra las cepas de L. monocytogenes. Las discrepancias podrian
atribuirse tanto a la diversidad, eficacia y/o mecanismo de accion de las sustancias
producidas en los SLC, como asi también a la variabilidad en la respuesta por parte de
cada cepa de Listeria. Particularmente, se pudo observar una alta actividad inhibitoria
(halo mayor a 2 mm) en los SLC provenientes de la condicion control (16C)y del
tratamiento W3 (01, 02, O4, 05, 06, 08, 09 y 010). Sin embargo, el efecto
antagonico fue variable dependiendo de la cepa de L. monocytogenes evaluada. En
concordancia con estos resultados, los estudios realizados por Hartmann et al., (2011)
verificaron que la capacidad inhibitoria sobre L. monocytogenes dependia del tipo de
bacteriocina producida. Por esta razon, no se descartaria que las BAL antagonistas,
hayan producido moléculas antimicrobianas estructuralmente distintas durante su
cultivo en el medio MRS. Esto también explicaria la variabilidad observada entre los
halos de inhibicion de las cepas de L. monocytogenes frente a un SLC especifico. En
correlacion a estos resultados, las investigaciones llevadas a cabo por Katla et al.,
(2003) determinaron que la susceptibilidad de 200 cepas de L. monocytogenes aisladas
de distintas fuentes, diferia segun la bacteriocina en estudio. Por su parte Vignolo et al.,
(2000) también reportaron diferencias en los grados de inhibicidn de tres bacteriocinas
producidas por BAL, observando niveles de sensibilidad variable en distintas cepas de
L. monocytogenes. Similares resultados fueron obtenidos por Suazo (2002) y Brillet et
al., (2004). En tanto, Jones et al., (2008) encontraron variaciones en la actividad

antimicrobiana de BAL aisladas de productos carnicos. Estos autores, asociaron este
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evento a la composicion del medio y sugirieron mayores evaluaciones en los ensayos de
antagonismo para cepas potencialmente patégenas que contaminan la carne refrigerada.

Como se detallé en el Capitulo Il, en la carne de pollo se hallaron cepas de L.
monocytogenes mejor adaptadas que otras a los cambios en las condiciones osméticas
(G1, G7, HH5, L5, R7, U1, V7 y Z1). Debido a que esta plasticidad fenotipica puede
resultar un problema desde el punto de vista sanitario (Bergholz et al., 2018), los
estudios aqui presentados, sugieren que las BAL aisladas de las excretas podrian ser
eficientes para inhibir cepas de L. monocytogenes potencialmente patdgenas,
adaptadas a condiciones de crecimiento subOptimas. En este contexto, Bucur et al.,
(2018) indican que la ineficiencia de las medidas de descontaminacion comdnmente
utilizadas, se debe a la resistencia de L. monocytogenes a un amplio rango de
condiciones de estrés, lo que dificulta su control tanto en la matriz de los alimentos como
en los ambientes de procesado. Por lo tanto, los resultados obtenidos resaltan la
importancia de considerar que los metabolitos producidos por las BAL con capacidad
antagonica, podrian prevenir la contaminacion de cepas de L. monocytogenes
osmotolerantes durante la manipulacion de los alimentos o inhibir su crecimiento
durante el almacenaje. Ademas, las BAL son una herramienta biotecnoldgica potencial
para evitar la resistencia de L. monocytogenes a desinfectantes y sanitizantes empleados
en la industria y/o combatir cepas formadoras de biofilm que resultan dificiles de
eliminar en las plantas de procesado (Camargo et al., 2018).

Desde un aspecto general, el antagonismo de los SLC varié dependiendo de la cepa
de L. monocytogenes en estudio. La mayoria de los SLC que resultaron efectivos,
inhibieron a L5 (88,23 %), G1y U1 (82,35 %) y Z1 (70,58 %). Esto claramente indic6
una mayor sensibilidad de estas cepas (respecto a las demas) hacia los metabolitos de

las BAL analizadas. Por su parte, solo algunos SLC fueron efectivos contra las cepas G7
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(23,53 %) y HH5 (17,65 %), las cuales habian presentado el mayor crecimiento en las
condiciones de NaCl evaluadas (Capitulo Il). Concretamente, la cepa G7 fue inhibida
por los SLC provenientes de los tratamientos W3 (04, O5y 0O6) y W3 + P (OP9). En
tanto, la cepa HH5 fue inhibida por los SLC provenientes de la condicién control (4C y
16C) y del tratamiento W3 (O6). De particular importancia, el SLC 16C ejercidé una
elevada actividad inhibitoria (halo mayor a 2 mm) sobre esta cepa. Los estudios
realizados también determinaron que el menor efecto antagonico se produjo sobre las
cepas B7, C5y R7. Los unicos SLC antagonistas en este caso, fueron 16C y OP4 para la
cepa B7; 20C, O11 y OP5 para la cepa C5 y 4C y 16C para la cepa R7, aunque estos
presentaron diferentes grados de inhibicion. Posiblemente, esto sefiale una mayor
resistencia de estas cepas de L. monocytogenes a las sustancias producidas por las BAL
evaluadas. Es probable que las cepas mencionadas, cuenten con mecanismos que le
permitan hacer frente a determinadas sustancias inhibitorias producidas por las BAL y
hayan podido sobrellevar el efecto antagonista de la mayoria de los SLC analizados. En
relacién a esto, la caracterizacion de fenotipos resistentes observados en variantes de
cepas de L. monocytogenes, fue informada por Gravesen et al., (2002) y Naghmouchi
et al., (2005). Estos autores trabajando con cepas de origen alimentario, encontraron
que la resistencia a moléculas producidas por ciertas BAL, estd asociada a cambios en
los niveles de expresion del sistema fosfotransferasa o a las alteraciones ocurridas en
los &cidos grasos que componen la membrana bacteriana.

De acuerdo a la gran variabilidad en los efectos antagdnicos observados, los
resultados sugieren que la combinacion de sustancias provenientes de distintos
aislamientos de BAL, podria ejercer un control efectivo sobre las cepas de L.
monocytogenes que presentan niveles de sensibilidad disimiles. Particularmente, seria
de interés el empleo de SLC con amplio espectro de accién y una alta actividad

inhibitoria, para actuar de forma sinérgica y/o complementaria sobre las cepas de L.
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monocytogenes que contaminan la carne de pollo. Debido a que estas podrian ser cepas
prevalentes y/o representar un potencial peligro para la salud pablica, las investigaciones
realizadas en este Trabajo son de relevancia para estudios de bioconservacion en la
industria alimentaria. En correlacién a esto, Scatassa et al., (2017) recalcan que una
combinacidn de cepas de BAL en lugar de una sola, puede actuar de manera mucho mas
eficiente contra L. monocytogenes. Por lo tanto, estas estrategias podrian mejorar la
calidad microbiol6gica de los alimentos, reducir el crecimiento de cepas potencialmente
patdgenas y obtener productos méas inocuos para el consumidor.

Desde un enfoque productivo, es posible que las BAL evaluadas en este Trabajo,
estén adaptadas al TGI de los animales. Esto sugiere, que las BAL que presentaron
capacidad antagonista contra L. monocytogenes, podrian ser tolerantes a la exposicion de
jugos gastricos y acidos biliares del huésped, soportando condiciones que resultarian
desfavorables para otras BAL no habituadas al intestino de las aves. Por esta razon,
seria relevante considerar a los aislamientos con mejor comportamiento antilisteria
(mayor antagonismo de los SLC), en estudios preliminares para ensayar su potencial
capacidad probidtica. La seleccion de BAL autdctonas en aves con dicha caracteristica,
ha sido constatada por Ehrmann et al., (2002). Estos autores sostienen que este método
es de bajo costo y permite la obtencidon de aislamientos mas eficientes, adaptados a
ecosistemas complejos. En correlacion a esto, en el presente Trabajo se considerd que
las BAL nativas provenientes de excretas, son especies naturalizadas del intestino de las
aves, por lo que su empleo como aditivos naturales en la dieta de los pollos, podria
garantizar su inocuidad, prevenir la aparicion de enfermedades, favorecer la
performance de los animales y/o resultar en un beneficio para la salud de los mismos.
Por su parte, como se ha mencionado, el ambiente intestinal de las aves presenta una

diversidad de BAL del genero Lactobacillus productoras de sustancias antimicrobianas
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(Shiva & Jara, 2013), por lo que seria oportuno el empleo de estas BAL nativas para
promover la homeostasis de la microbiota y contribuir al control de L. monocytogenes
en el intestino de los animales. Respecto a esto, varias especies de BAL presentes en las
excretas de pollos, particularmente del género Lactobacillus, han resultado
eficientes en inhibir bacterias perjudiciales (Stern et al.,2006; Nazef et al., 2008; Shiva
& Jara, 2013) y algunos aislamientos resultaron ser potencialmente probidticos (Lee et
al., 2008). En este aspecto, las investigaciones realizadas por Stern et al., (2006) resaltan
la importancia de utilizar preparados a base de BAL en la dieta de pollos, para disminuir
los niveles de bacterias patogenas previo al sacrificio. De esta manera, los resultados
presentados aqui, sugieren que el empleo de BAL antagonistas, podria reducir la
probabilidad de contaminacion post-faena de los productos céarnicos con L.
monocytogenes. Ademas, seria de potencial interés la implementacion de estrategias
naturales con BAL provenientes del mismo animal, para sustituir el uso de antibidticos.
Como se mencion6 en la Introduccion, hay una tendencia de reducir la utilizacion de
estos agentes en la produccidon avicola por varias razones; hacer un uso mas eficiente en
el control de patdgenos, no perjudicar a las bacterias benéficas del intestino y/o evitar la
resistencia cruzada (Diaz Ldpez et al., 2017; Diaz Carrasco et al., 2019).

En este Capitulo, se demuestra que aislamientos nativos de BAL provenientes de
excretas de pollos, poseen capacidad antagonista contra cepas de L. monocytogenes que
contaminan la carne. Son escasos los antecedentes en la bisqueda de BAL autdctonas
que produzcan metabolitos inhibidores de bacterias que atentan contra la seguridad
alimentaria. Asi, los estudios realizados pueden servir de base para investigaciones
futuras en la produccion avicola, enfocadas en favorecer el estado de eubiosis de los
animales y su perfil sanitario. Por otra parte, también se vislumbra el posible empleo de
los productos del metabolismo de las BAL en la industria alimentaria. Esta es una

alternativa prometedora en el desarrollo de métodos de desinfeccion bioldgica.
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Por lo mencionado, el empleo de BAL de origen animal, podria ser una importante
herramienta biotecnolégica para mitigar la propagaciéon y desarrollo de L.
monocytogenes, un posible productor de ETA con principal importancia en la salud

publica.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados presentados en esta Tesis permiten concluir que:

» La presencia de Listeria spp. en la carne de pollo, en particular de L.
monocytogenes durante la etapa de comercializacion, constituye un riesgo para
la salud del consumidor. La contaminacion no se asocia al tamafio de los
comercios, pero indica condiciones higiénico-sanitarias deficientes y/o fallas en
las BPM durante la produccion, procesamiento y/o expendio.

> Si bien los brotes de listeriosis son poco frecuentes, el riesgo de padecer una
ETA provocada por L. monocytogenes es inminente. El problema se debe a la
adaptacion que presentan los aislamientos en la carne refrigerada y a su
capacidad de crecimiento en NaCl.

» Debido a que los casos de listeriosis pueden ser subestimados, seria necesario
relacionar muestras ambientales y de alimentos con estudios epidemiolégicos,
para revelar la situacion actual y proponer soluciones al respecto.

» Se deben establecer medidas adecuadas de prevencion y control durante la
cadena productiva de los pollos, desde la crianza en la granja hasta la
comercializacion de la carne, con el fin de reducir la presencia de cepas
potencialmente patdgenas. Esto debe complementarse con asesoramiento
profesional, concientizacion a través de las Campafias de Seguridad Alimentaria
y educacion a los manipuladores de alimentos, de tal forma que los productos
Ileguen a las bocas de expendio con la menor carga microbiana posible y no
atenten contra la salud publica.

» Las cepas de L. monocytogenes aisladas de la carne de pollo presentan distinto
comportamiento al NaCl en las concentraciones analizadas (1,5 % y 3 % p/v). Se

encontraron cepas que no modificaron su densidad poblacional frente a los
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cambios de concentracion del NaCl (G1, G7, HH5, L5, R7, U1, V7 y Z1). Estas
cepas posiblemente estén mejor adaptadas que el resto, al aumento en el nivel de
osmolaridad del medio.

Comparativamente, las cepas G7 y HH5 son las que tuvieron mejor performance
frente al aumento de salinidad y en consecuencia soportarian niveles mas bajos
de actividad agua.

La composicion de la dieta de los pollos altera la microbiota intestinal,
modificando el recuento de BAL en las excretas.

El empleo de aditivos probidticos como B. subtilis no produce un incremento en
el recuento de BAL en las excretas, como si lo hace la incorporacion de harina
de chia en la dieta de las aves. Esto significa, en este caso, que la proliferacion
de bacterias benéficas pertenecientes a la microbiota intestinal, es favorecida
principalmente cuando las aves son alimentadas con una dieta rica en AGPI. De
esta forma, una mayor poblacién de BAL seria conveniente para excluir
potenciales patdgenos y promover la salud de los animales.

Las BAL aisladas de las excretas (nativas o autoctonas) presentan capacidad de
antagonismo frente a las cepas de L. monocytogenes contaminantes de la carne
de pollo. El efecto puede ser atribuido a la produccion de moléculas inhibitorias
tipo bacteriocina. Estas sustancias son de naturaleza termoestable.

Al menos uno de los SLC provenientes de distintos tratamientos (C, W3, P, W3
+ P) resultdé antagonista contra alguna de las cepas de L. monocytogenes
ensayadas, aungue estas presentaron diferentes niveles de sensibilidad.

En excretas de pollos alimentados solo con harina de chia (W3), es posible
obtener un mayor nimero de BAL antagonistas sobre L. monocytogenes. La

mayoria de los SLC provenientes de este tratamiento, presentan grados de
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inhibicion elevados (halo mayor a 2 mm) en los ensayos de antagonismo. Sin
embargo, la efectividad de antagonismo asi como la actividad inhibitoria,
difieren segun la cepa de L. monocytogenes en estudio, presentdndose una gran
variabilidad en los halos de inhibicion medidos.

» ElI SLC 06 del tratamiento W3 presentd la mayor efectividad, inhibiendo un
amplio espectro de cepas de L. monocytogenes de origen alimentario (77 %).

» Las cepas B7, C5 y R7 de L. monocytogenes, fueron las menos afectadas por las
sustancias antimicrobianas producidas por las BAL.

» EIl SLC 16C de la condicion control, manifestdé una alta actividad inhibitoria

sobre la cepa HH5 (aislamiento muy tolerante a la salinidad).

Los estudios realizados en esta Tesis generan aportes cientificos acerca de la
variabilidad fenotipica que presenta la especie L. monocytogenes, evidenciando
diferencias importantes en cuanto a su comportamiento en condiciones in vitro y
explicando en parte su dificil eliminacion en las plantas de procesado. Los resultados
obtenidos contribuyen a promover un control integral sobre L. monocytogenes durante
la cadena de produccién avicola, para que los productos carnicos de origen aviar lleguen
a las bocas de expendio con una calidad microbioldgica adecuada. Estos datos serviran
como base para posteriores investigaciones en diferentes etapas de la cadena productiva.

Debido a su origen natural y a que son consideradas bacterias GRAS, las BAL
nativas mejor antagonistas en cuanto a su efectividad y/o grado de inhibicion (16C, 20C,
06, O11 y OP5), resultan de especial interés para estudios subsiguientes. En primer
lugar, surge la posibilidad de que estos microorganismos puedan evaluarse como
potenciales agentes probidticos en la alimentacion animal. Asimismo, las sustancias
producidas por estas BAL podrian ser aprovechadas como punto de partida en la

obtencidn de sanitizantes naturales o incluso de bioconservantes de alimentos.
179



El desarrollo de estrategias tendientes a prevenir y/o reducir la propagacion de L.
monocytogenes, es clave para la salud pablica. En este aspecto, las medidas basadas en
métodos bioldgicos que incluyan el empleo de BAL nativas, son de particular
importancia. Esto representa una herramienta fundamental para promover la inocuidad

alimentaria de manera sustentable, segura y eficiente.
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ANexo



1. MEDIOS DE CULTIVOS Y REACTIVOS EMPLEADOS

1.1 Caldo de pre-enriguecimiento UVM | (qgramos por litro)

5 g de proteosa peptona
5 g de triptona

5 g de extracto de carne

5 g de extracto de levadura
20 g de NaCl

1,35 g de KH2HPO4

12 g de NazHPO4

1 g de esculina.
Suplementos

0,02 g de &cido nalidixico
0,012 g de acriflavina

pH Final: 7,2 £ 0.2

1.2 Caldo FRASER (gramos por litro)

5 g de proteosa peptona

5 g de triptona

5 g de extracto de carne

5 g de extracto de levadura
20 g de NaCl

12 g de Na2HPO4
1,35 g KH2PO4

1 g de esculina
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3 gdeLiCl
pH7.2+0.2

Suplementos

0,5 g de citrato férrico de amonio
0,02 g de &cido nalidixico

0,025 g de acriflavina

1.3 Agar OXFORD (gramos por litro)

39 g de agar base de sangre Columbia
1 g de esculina

0,5 g de citrato férrico de amonio

15 g de LiCl

Suplementos

0,4 g de cicloheximida

0,02 g de sulfato de colistina

0,005 g de acriflavina

0,002 g de cefotetan

0,01 g de fosfomicina

pH 7.0+ 0.2

1.4 Medio Base de Caldo Rojo Fenol (gramos por litro)

10 g de peptona de caseina
1 g de extracto de carne

5 g de NaCl

0,018 g de rojo fenol

pH: 7,4
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Azucares o polialcoholes empleados (1% p/v): D-xilosa, manitol, L-ramnosa,

D-glucosa

1.5 Medio de Cultivo de Clark & Lubs (Caldo RM/VP) (gramos por litro)
7 g de polipeptona

5 g de glucosa

5 g de KoHPO4

pH 6,9

1.6 Agar Almidon (gramos por litro)
5 g de pluripeptona

3 g de extracto de carne

8 g de NaCl

10 g de almidén

15 g de agar

pH 7,3£0,2

1.7 Solucién de Lugol (gramos por litro)

50 g de iodo metaloide

100 g de ioduro de potasio

1.8 Medio SIM (gramos por litro)
20 g de tripteina

6,1 g peptona

0,2 g de sulfato de hierro y amonio
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0,2 g de tiosulfato de sodio
2 g de agar

pH7,3%0,2

1.9 Reactivo de Kovac
50 g de 4-dimetilaminobenzaldehido
750 mL 1-butanol

250 mL de acido hidroclérico al 37 % v/v

1.10 Caldo Nitratado (aramos por litro
5 g de peptona
3 g de extracto de carne

1 g de KNOs

pH7,3£0,2

1.11 Medio de Christensen con urea (gramos por litro)
1 g de peptona

5 g de NaCl

1 g de KH2HPO4

1 g de glucosa

0,012 g de rojo fenol

20 g de agar

200 g de urea

pH 6,8 £0,2
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112

>

[ Sangr rnero (gram L litr
375 g de infusion de musculo de corazon

10 g de peptona

5 g de NaCl

15 g de agar

Sangre ovina al 50-100 g

pH7,3£0,2

1.13 Agar Triptona Soja (gramos por litro)

17 g de tripteina

3 g de peptona de soja

5 g de NaCl

2,5 g de K2HPO4

2,5 g de glucosa

6 g de extracto de levadura
15 g de agar

pH 7,3+0,2

1.14 Caldo Tripton ja(gram rlitr
17 g de tripteina

3 g de peptona de soja

5 g de NaCl

2,5 g de KeHPO4

2,5 g de glucosa

6 g de extracto de levadura
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pH7,3%0,2

1.15 Buffer Fosfato Salino (gramos por litro)
8,06 g de NaCl

0,22 g de KCI
1,15 g de Na2HPO4
0,20 g de KH2HPO4

pH7,4£0,1

1.16 Caldo Man, Rogosa & Sharp (MRS) (gramos por litro)
10 g de proteosa peptona

10 g de extracto de carne

5 g de extracto de levadura

20 g de glucosa

1 mL de sorbitdn monoleato

2 g de K2HPO4

5 g de acetato de sodio

2 g de citrato de amonio

0,2 g de sulfato de magnesio

0,05 g de sulfato de manganeso
pH 6.5+ 0,2

117 Agar MRS (aram rlitr
10 g de proteosa peptona

10 g de extracto de carne
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5 g de extracto de levadura

20 g de glucosa

1 mL de sorbitan monoleato

2 g de K2HPO4

5 g de acetato de sodio

2 g de citrato de amonio

0,2 g de sulfato de magnesio
0,05 g de sulfato de manganeso
15 g de agar

pH 6.5 0,2

1.18 Agar Mueller Hinton (gramos por litro)

300 g de infusion de carne

17,5 g de peptona &cida de caseina
1,5 g de almidon

15 g de agar

pH7,3+0,1
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IDENTIFICACION DE LISTERIA SPP.

Fermentacion de carbohidratos

Cepa N° RAL VP Urea Nitratoz | Almidon | Indol/'SH: | Hemadliziz | CAMP
Ezculina D-Xi D-Ma L-Ram
1 + N N P + + N N N N B P
2 + N N P + + N N N N B P
3 + N N P + + N N N N B P
4 + N N P + + N N N N B P
5 + N N P + + N N N N B P
[ + N N P + + N N N N B P
7 + N N P + + N N N N B P
8 + N N P + + N N N N B P
9 + N N P + + N N N N B P
10 + N N P + + N N N N B P
1 + N N P + + N N N N B P
12 + N N P + + N N N N B P
13 + N N P + + N N N N B P
12 + N N v + + N w N N 7 N
15 + N H v + + N N N N ¥ N
16 + N H v + + N N N N ¥ N
17 + N H v + + N N N N ¥ N
18 + N H v + + N N N N ¥ N
19 + N H v + + N N N N ¥ N
20 + N H v + + N H N N ¥ N
21 + N H v + + N N N N ¥ N
22 + N H v + + N N N N ¥ N
23 + N H v + + N N N N ¥ N
24 + N H v + + N H N N ¥ N
25 + N H v + + N N N N ¥ N
26 + N H v + + N N N N ¥ N
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P

P
P

P

P
P

P

P
P

P

P
P

f-fuarie
F-faen
f-fuerie
f-fueria
F-faen
F-faena
f-fuerie
f-fuarie
F-faen
f-fuerie
f-fueria
F-faen
F-faena
f-fuerie
f-fuarie
F-faen
f-fuerie
f-fueria
F-faen
F-faena
f-fuerie
f-fuarie
F-faen
f-fuerie
f-fueria
F-faen
F-faena
f-fuerie

47

57
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Referencias: Amarillo: L. monocytogenes; Verde: L. innocua; Naranja: L. ivanovii; Celeste: L. seeligeri; Azul: L.

welshimeri; Gris: L. grayi; Rosa: L. murrayi. RM (+) y VP (+): Rojo de metilo y Voges Proskauer positivos.
Positivo (P); Negativo (N); Variable (V); No hemolitico (y); Hemolitico (B).




2. RECUENTO DE LAS CEPAS DE L. MONOCYTOGENES EN MEDIO CTS

SUPLEMENTADO CON NaCIAL 1,5y 3 % P/V

Cepa  Concentracion Log

de NaCl UFC/ml
B7 1,5% 13
B7 1,5% 10
B7 1,5% 11
B7 3% 7
B7 3% 7
B7 3% 8
C5 1,5% 8
C5 1,5% 9
C5 1,5% 9
C5 3% 7
C5 3% 6
C5 3% 6
Gl 1,5% 8
Gl 1,5% 9
Gl 1,5% 9
Gl 3% 9
Gl 3% 9
Gl 3% 10
GG5 1,5% 7
GG5 1,5% 7
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GG5

GG5

GGS5

GG5

G7

G7

G7

G7

G7

G7

HH5

HH5

HH5

HH5

HH5

HH5

L5

L5

L5

L5

L5

L5

N7

N7

1,5%
3%
3%
3%

15%

1,5%

15%
3%
3%
3%

1,5%

1,5%

1,5%
3%
3%
3%

1,5%

1,5%

15%
3%
3%
3%

15%

15%

13

11

12

12

11

12

13

14

12

12

12

11
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N7

N7

N7

N7

R7

R7

R7

R7

R7

R7

Ul

Ul

Ul

Ul

Ul

Ul

V7

V7

V7

V7

V7

V7

W1

w1

1,5%
3%
3%
3%

15%

1,5%

15%
3%
3%
3%

1,5%

1,5%

1,5%
3%
3%
3%

1,5%

1,5%

15%
3%
3%
3%

15%

15%
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w1 1,5 % 9

w1 3% 7

W1 3% 6

W1 3% 5

Z1 15% 10

Z1 15% 10

Z1 1.5% 8

Z1 3% 9

Z1 3% 10

Z1 3% 11

3. Escala McFarland Standard

N2 BaCl; 0,048M | H.S0,0,36M Vi N2 Células

ml ml ml
0,5 0,05 9,95 10 1,5- 108
1 0,1 9,9 10 3-108
2 0,2 9.8 10 6108
3 0,3 9,7 10 9.108
4 0,4 9.6 10 12 -10%
5 0,5 9,5 10 15-108
6 0,6 9,4 10 18- 10%
7 0,7 9.3 10 21-10%
8 0,8 9,2 10 24 -108%
9 0,9 9,1 10 27 -108%
10 1 9 10 30108
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4. Ensayo de antagonismo

4.1 SLC de las BAL provenientes de la condicién control

SLC4C

Cuonadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CM F p-valor

Modelo 0,14 5 0,03 5,42 0,0078

Listeria 0,14 &5 0,03 5,42 0,0078

Error 0,06 12 0,01

Total 0,21 17

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,12944
Error: Q,00583 gl: 12
Listeria Mediaszs n E.E.

LS 1,23 3 0,04 B
Ul 1,34 3 0,04 B B

V7 1,38 3 0,04 B C
R7 1,45 3 0,04 B C
HHS 1,47 3 0,04 B C
z1 1,48 3 0,04 C

Medias con una letra comin mo son significativamentse diferentes (p > 0,05)

SLC 16C

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl M F p—-valor

Modelo 5,63 0,70 117,50 <0,0001

Listeria 5,63 & 0,70 117,50 <0,0001

Error 0,11 18 0,01

Total 5,73 26

=]

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,13271
Error: 00,0080 gl: 18
Listeria Medias n E.E.

B7 1,16 3 0,04 A
G1 1,36 3 0,04 B

Wl 1,40 3 0,04 B

LS 1,41 3 0,04 B

Ul 1,60 3 0,04 C

V7 1,62 3 0,04 C

z1 2,21 3 0,04 D
HHS 2,35 3 0,04 E
R7 2,47 3 0,04 E

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes (p » 0,05)

262



SLC 20C

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

HModelo 0,47 € 0,08 12,57 0,0001

Listeria 0,47 & 0,08 12,57 0,0001

Error 0,09 14 0,01

Total 0,56 20

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,13831
Error: 0,0085 gl: 14
Listeria Medias n E.E.

Wl 1,33 3 0,05 &

V7 1,46 3 0,05 B B

Ul 1,51 3 0,05 B C

LS 1,53 3 0,05 B C

Cs 1,62 3 0,05 C D

z1 1,72 3 0,05 D E
3 0,05 E

Gl 1,81
1

Medias con una letra comuin no son significativaments difersntes

ip > 0,08}

4.2 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento W3

SLCO1

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CHM F p-valor

Modelo 1,44 5 0, 50,54 <0,0001

Listeria 1,44 5 0, 50,54 <0,0001

Error 0,07 12 0

Total 1,51 17

[ N ]
W

=]
=

r

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,13425
Error: 0,00587 gl: 12
Listeria Medias n E.E.

LS 1,27 3 0,04 A
Gl 1,33 3 0,04 A

z1 1,54 3 0,04 B

V7 1,75 3 0,04 C

U1 1,76 3 0,04 C

Wl 2,10 3 0,04 D

Medias con una letra comin no son significativamente difersntes

ip > 0,05)
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SLC 02

Cnadro de Analisis de
F.V. S5C gl CM

Modelo 1,40 3 0,47
Listeria 1,40 3 0,47
Error 0,08 8 0,01
Total 1,47 11

la Varianza (5C tipo IITI})
F p-valor
48,88 <0,0001
43,88 <0,0001

Error: 00,0085 gl: 8

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,18384

Listeria Medias n E.E.

Wl 1,62 3 0,08 A

Tl 1,85 3 0,06 B

G1 2,13 3 0,06 C

LS 2,53 3 0,06 D

Medias con una lestra comiin no son sigrificativamente diferentes (p > 0,05}

SLC O4

Cunadro de Analisis de la WVarianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 2,32 8 0,2% B,86 00,0001

Listeria 2,32 8§ 0,2% 8,86 0,0001

Error 0,59 18 0,03

Total 2,91 2k

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,31025

Error: 00,0327 gl: 18

Listeria Medias n E.E.

HT 1,42 3 0,10 A

Wl 1,43 3 0,10 &

G1 l1,4% 3 0,10 A

GGS 1,88 3 0,10 A B

G7 1,73 3 0,10 & B

[p N 1,81 3 0,10 B

T 1,87 3 0,10 B C

Z1 2,13 3 0,10 c D

LS 2,32 3 0,10 I

Medias con una letra comipr no son sigpificativamente diferentes (p > 0,05)
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SLC O5

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 0,70 0,09 3,54 00,0123

Listeria 0,70 0,09 3,54 00,0123

Error 0,45 0,02

Total 1,15

[y =
[ PR S C R Ry

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,27046

Error: 0,0249 gl: 18

Listeria Medias n E.E.

GGS 1,53 3 0,08 &

VT 1,65 3 0,05 A B

HT 1,67 3 0,05 A B

1 1,69 3 0,05 A B

Ul 1,73 3 0,05 A B

Wl 1,77 3 0,05 . B

=7 1,83 3 0,09 B

Z1 1,81 3 0,09 BE C
LS 2,12 3 0,09 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

SLC O6

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 1,65 & 0,18 37,47 «0,0001
Listeria 1,65 9 0,18 37,47 «<0,0001
Error 0,10 20 4,9E-03
Total 1,74 29

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,11902
Error: Q,0049 gl: 20
Listeria Medias n E.E.

HHS 1,37 3 0,04 A
Wl 1,44 3 0,04 A B

N7 1,49 3 0,04 =

Ul 1,64 3 0,04 C

z1 1,65 3 0,04 C

G1 1,66 3 0,04 C D

GGS ,78 3 0,04 D E

V7 1,84 3 0,04 E F

G7 1,94 3 0,04 F

LS 2,18 3 0,04 G

Msdias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0,0E5)
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SLC O8

F.V. 5C g

1

CH

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F p-valor

Modelo 1,17

Listeria 1,17
Error 0,02
Total 1,19 1

3
3

1

2,

0,39 149,34 <0,0001
0,39 149,34 <0,0001

eE-03

Error: 00,0028 g

7=
L«

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,059616

Listeria Medias n E.E.

Wl 1,43 3 0,03 L

G1 1,67 3 0,03 B

Ul 1,77 3 0,03 B

LS 2,28 3 0,03 C

Medias con uma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

SLC 09

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 2,06 4 0,51 6%,55 <O,0001

Listeria 2,06 4 0,51 &%,55 <0,0001

Error 0,07 10 0,01

Total 2,13 14

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,15593

Error: 00,0073 gl: 10

Listeria Medias n E.E.

Wl 1,13 3 0,05 &

Z1 1,33 3 0,05 B

LS 1,41 3 0,05 B

G1 1,71 3 0,05 c

Ul 2,20 3 0,05 ]

Medias con una lestra comin no son significativaments diferentes (p > 0,05}
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SLC 010

Analisis de la varianza

Variable N R= ER= &j CW
Halo de inhikicidén 18 0,87 0,81 10,40

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CH F p—-valor
Modelo 1,99 &5 0,40 15,8% 10,0001
Listeria 1,99 &5 0,40 15,8% 0,0001
Error 0,30 12 0,03
Total 2,29 17

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,28172

Error: 00,0251 gl: 12

Listeria Medias n E.E.

Z1 1,23 3 0,08 A

VT 1,33 3 0,08 A

LS 1,37 3 0,02 A& B

Wl 1,38 3 0,02 A B

G1 1,62 3 0,08 B

Tl 2,22 3 0,08 C

Medias con upa letra comin no son significativamente difersntes (p » 0,058}
SLC 011

Cnadro de Anglisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor

Modelo 1,23 7 0,18 10,54 0,0001

Listeria 1,23 7T 0,18 10,54 00,0001

Error 0,27 16 0,02

Total 1,459 23

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,22321

Error: 00,0168 gl: 18

Listeria Medias n E.E.

HT 1,22 3 0,07 A

T 1,25 3 0,07 4 B

LS 1,27 3 0,074 B

o1 1,47 3 0,07 B C

Z1 1,52 3 0,07 C D

Wl 1,74 3 0,07 b E

G1 1,76 3 0,07 E

C5 1,80 3 0,07 E

Medias con ura letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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4.3 SLC obtenidos de las BAL provenientes del tratamiento P

SLC Pro01

Analisis de la varianza

Variable N E: R® A3 CW
Halo de inhibicion & 0,93 0,92 3,33

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S5C gl CH F p-valor
Modelo 0,11 1 0,11 56,5%3 0,0017
Listeria 0,11 1 0,11 56,5%3 0,0017
Error 0,01 4 2,0E-03
Total 0,12 5

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10180
Error: 00,0020 gl: 4

Listeria Medias n E.E.

GGS 1,21 3 0,03 A

Gl 1,45 3 0,03 B

Medias conr upa letra comin no son significativamente diferentes

ip > 0,05}

SLC Pro02

Analisis de la varianza

Variable N E= ER=® &j CW
Halo de inhibicién 6 0,78 0,73 5,37

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 0,07 1 0,07 14,28 0,01585
Listeria 0,07 1 0,07 14,28 0,01585
Error 0,02 4 4,6E-03
Total 0,08 5

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,15431
Error: 0,004 gl: 4

Listeria Medias n E.E.

LS 1,16 3 0,04 A

Wl 1,37 3 0,04 B

Msdias con una lektra comin neo son significativaments diferentss

ip > 0,05}
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44 SL ni las BAL provenien | tratamiento W3 + P

SLC OP9

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CHM F p-valor

Modelo 0,25 T 0,04 1,10 0,4091

Listeria 0,25 7 0,04 1,10 00,4081

Error 0,51 16 0,03

Total 0,76 23

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,30945
Error: 00,0320 gl: 1&
Listeria Mediaz n E.E.

T 1,43 3 0,10 A
Z1 1,46 3 0,10 A
HT 1,48 3 0,104 B
o1 1,56 3 0,104 B
Wl 1,57 3 0,104 B
LS l,e0 3 0,104 B
G5 1,62 30,104 B
GT 1,77 3 0,10 B
Medias con urpa letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
SLC OP4
Analisis de la varianza
Variable H R* E= Aj CV
Halo de inhibiciéon 9 0,94 0,92 4,19
Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 0,33 2 0,17 459,14 0,0002
Listeria Q0,33 2 0,17 459,14 0,0002
Error 0,02 &6 3,4E-03
Total 0,35 &8
Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS5=0,11631
Error: 00,0034 gl: &
Listeria Medias n E.E.
B7 1,21 3 0,03 A
Wl 1,30 3 0,03 A
G1 l,66 3 0,03 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

269



SLC OP5

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl ©CH F p—-valor

Modelo 0,94 7 0,13 25,66 <0,0001

Listeria 0,94 7 0,13 25,66 <0,0001

Error 0,08 16 0,01

Total 1,03 23

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,12542
Error: 0,0083 gl: 1&
Listeria Medias n E.E.

LS 1,17 3 0,04 &
V7 1,22 3 0,04 A

N7 1,27 3 0,04 &

Ul 1,41 3 0,04 B

Wl 1,44 3 0,04 B

z1 1,46 3 0,04 B

Cs 1,66 3 0,04 C
G1 1,78 3 0,04 C

Medias cor uma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,08)
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