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Resumen: El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de formacién de biopeli-
culas de nueve cepas de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable. Se utilizaron
9 cepas de L. monocytogenes aisladas de paredes de camaras frigorificas. Cada cepa se
inoculd en tubos conteniendo caldo cerebro corazén y una seccién de acero inoxidable, los
que fueron incubados a 3 °C. Luego de 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas de incubacién
se realizo6 el recuento bacteriano de la seccion de acero. El 55,5 % de las cepas aisladas,
fueron capaces de producir biopeliculas y una cepa mostré crecimiento a todas las horas
de muestreo. A las 120 horas las biopeliculas mantuvieron la concentracién bacteriana
dentro de un mismo logaritmo (1,04 a 1,89 log UFC/cm?), esto indicaria la persistencia del
peligro en las camaras de refrigeracién. Se considera importante que todo establecimiento
tenga en plan de muestreo el aislamiento e identificacién de Listeria spp.
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EVALUATION OF THE BIOFILM FORMATION CAPACITY OF
Listeria monocytogenes STRAINS ISOLATED FROM COLD
ROOMS

Abstract: The aim of this work was to evaluate the biofilm formation of nine L.
monocytogenes strains from stainless steel surfaces. Nine strains of L. monocytogenes
isolated from abattoir cold chamber walls were used. Each strain was inoculated into tubes
containing Brain Heart Broth and a stainless-steel section, and were incubated at 3°C.
After 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours of incubation, the bacterial count of the steel
section was performed. Fifty-five fifty percent of the strains isolated produced biofilms and
one strain showed growth at all sampling times. At 120 hours, the biofilms maintained the
bacterial concentration within the same logarithm (1.04 to 1.89 log CFU/cm2), this would
indicate the persistence of the hazard in the cool chamber. It is considered important that
every abattoir have a sampling plan for the isolation and identification of Listeria spp.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes tiene la capacidad de resistir condiciones extrinsecas adversas,
como temperaturas entre 1°C y 45 °C, pH 4,4-9,4 y concentraciones NaCl de 8 a 10 % (16). Es-
tas caracteristicas junto con su resistencia a los desinfectantes le confieren una gran capacidad
de adaptacion y de formacion de biopeliculas o biofilms (20). La listeriosis es una enfermedad
transmitida por alimentos (ETA) de baja frecuencia y que en algunos casos puede revestir grave-
dad y producir la muerte (17). La dosis infectiva atin no esta claramente definida, sin embargo,
la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos informé que la ingesta
de hasta 100 células no afecta la salud de los consumidores sanos (9). Los grupos de riesgo son
mujeres embarazadas (produce abortos, natimortos y nacimientos prematuros) y pacientes in-
munodeprimidos (tratamientos contra el cancer, trasplantados, personas enfermas de sida y los
ancianos) en los cuales se presenta con un cuadro invasivo con infeccion sistémica, septicemia
y encefalitis conduciendo a la muerte o en su defecto puede dejar secuelas neurolégicas (15). En
personas que no pertenecen a los grupos de riesgo, una infecciéon de L. monocytogenes causa
cuadros de gastroenteritis febriles leves similares a una gripe (14).

Desde el punto de vista de la higiene y la salud alimentaria y publica, L. monocytogenes es
un organismo que se considera prioritario en los planes de analisis de peligros y puntos criticos
de control (HACCP, Hazard Analysis and Critical Control Points) implementado en la industria
alimentaria, como asi también en los planes de prevenciéon de enfermedades de las instituciones
sanitarias (3). Debido a esto, es importante el desarrollo de sistemas experimentales que simu-
len efectivamente las condiciones del ambiente de procesamiento de alimentos, ya que dichos
estudios pueden hacer una gran contribucién al conocimiento de los factores que influyen en la
formacién de biofims tanto de L. monocytogenes como de muchos otros patégenos transmitidos
por los alimentos, y ayudar en la erradicaciéon de los mismos mediante el desarrollo de estrategias
de control efectivas para obtener un alimento inocuo (1).

Los mecanismos de resistencia de L. monocytogenes a los desinfectantes, son la capacidad
de adaptacién y la formacién de biopeliculas. Para lograr un exitoso control del microorganismo,
es condicién indispensable cumplir con exactitud los protocolos de limpieza y desinfeccion (13). La
capacidad de Listeria spp. para formar biopelicula sobre superficies tales como acero inoxidable,
plastico, tefléon y vidrio han sido previamente informada (1, 6, 11, 20).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de formacién de biopeliculas de
nueve cepas de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas. Se utilizaron 9 cepas de L. monocytogenes aisladas de acero inoxidable
que recubre las paredes de camaras frigorificas, que contenian medias reses bovinas (10). Las
cepas fueron conservadas en tubos crioviales a -70 °C.

Preparacion de los bioensayos: Cada una de las cepas aisladas se inocularon en 8 tubos
que contenian 10 ml de caldo cerebro corazén (Lab. Britania, Argentina) y una seccion de acero
inoxidable (Al) estéril. A los 72 tubos se les adicion6 un mililitro de inéculo (103-104 ufc/ml) y
se incub6 a 3 °C durante 120 horas. A las 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas de incubacién
se extrajo la superficie y se procedi6 al recuento bacteriano (6). La superficie incubada trasladé
a un tubo con 10 ml de solucion fisiolégica y se le realizaron 4 lavados de 15 segundos con un
agitador vortex Vicking modelo 6005 (Vicking, Buenos Aires, Argentina). Se extrajo la superficie
con una pinza Kocher y se realiz6 un hisopado en una cara. Antes de la inoculaciéon en medio
sélido, el hisopo fue mezclado con 5 ml de solucién fisiolégica durante 1 minuto. Se inoculé 0,1
ml en superficie en agar recuento en placa (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se incub6 a
35 °C durante 48 horas. Para el recuento se utilizé la siguiente formula: Nimero de UFC/cm? x
la cantidad de ml de diluyente/superficie del area hisopada.

El analisis estadistico se realiz6 con el analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de compa-
racion de medios, Fisher LSD, con niveles de significacién de 0,05 y 0,01. Para el analisis esta-
distico de los datos se utiliz6 el programa Infostat (Universidad Nacional de Coérdoba). Se empled
un nivel de significacién de p<0.05.
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RESULTADOS

Cinco de las cepas identificadas como Lama 1502-1503-1504-1505-1508, fueron capaces
de producir biopeliculas en la superficie de acero inoxidable utilizada en este estudio. Las cepas
restantantes (L. monocytogenes 1501, 1506, 1509 y 1510) no desarrollaron ningun tipo de creci-
miento en la superficie de acero inoxidable durante las 120 horas de incubacion. Este resultado
muestra que el 55,5 % de las cepas aisladas, poseian la capacidad de producir biopeliculas. Las
cepas L. monocytogenes 1503 y 1505 crecieron en todos los horarios de toma de muestra. La
mayor concentraciéon bacteriana fue para la cepa 1503 fue de 1,74 log UFC/cm? y la menor con-
centracion de 1,52 log UFC/cm?.

La cepa L. monocytogenes 1508 registré recuento a partir de las 6 horas. La mayor concen-
tracion bacteriana la mostré a las 6 horas de incubacién (1,64 log UFC/cm?) el mismo también
se obtuvo a las 24, 72, 96 y 120 horas. La menor concentracién fue a las 12 y 48 horas de incu-
bacion (1,52 log UFC/cm?). En esta cepa se observo un crecimiento irregular dentro del tiempo
de incubacién (0,12 log). La cepa L. monocytogenes 1504 mostr6 a las 12 horas de incubacién,
una concentracion de 1,89 log UFC/cm?. Este fue el mayor valor obtenido durante todo el tiempo
de incubacion.

La cepa L. monocytogenes 1502 registré recuento a partir de las 72 horas. La mayor con-
centracion bacteriana la mostré a las 72, 96 y 120 horas de incubacién (1,04 log UFC/cm?2).

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre las cepas utilizadas.

DISCUSION

Elresultado obtenido en este trabajo fue que S cepas (55 %) de L. monocytogenes produjeron
biopeliculas en la superficie de acero inoxidable, incubada a 3 °C durante 120 horas. Este por-
centaje fue menor al 64,5 % informado por Villanueva y col. (2017) y el 100 % de Di Bonaventura
y col. (2008) (8 y 20).

En base a los datos obtenidos en este trabajo, no todas las cepas L. monocytogenes tienen
capacidad de producir biopelicula. Esta incapacidad no es limitante para que estos microorganis-
mos representen un riesgo de contaminacion de los alimentos. La capacidad de L. monocytogenes
en persistir en superficies, esta relacionada con la incapacidad de movimiento y adaptarse a los
nichos ecolégicos existentes (2, 19). Las cepas que poseen la capacidad de formar biopeliculas no
solo resisten cambios extremos en el medio ambiente (ya sea bi6tico o abiético), también tienen la
capacidad de perpetuarse en el nicho y lograr la madurez de la biopelicula, condicién necesaria,
para dispersar “bloques” de bacterias en el medio ambiente (5, (18).

Con respecto al comportamiento observado en las biopeliculas estudiadas en este traba-
jo, no mostraron una alta concentracién bacteriana (1,89 log UFC/cm?2). Un punto importante
observado en el periodo de incubaciéon fue que a las 120 horas las biopeliculas mantuvieron la
concentracién bacteriana dentro de un mismo logaritmo (1,04 a 1,89 log UFC/cm?2), esto indicaria
la persistencia del peligro en las camaras de refrigeracion.

Por ultimo y a modo de conclusion general, se considera importante que todo establecimien-
to tenga en plan de muestreo el aislamiento e identificacién de Listeria spp. Esto seria de gran
ayuda ya que, si se obtiene un aislamiento del microorganismo hay una alta probabilidad que la
bacteria haya formado un biopelicula y pueda esparcirse y contaminar el producto. También, es
determinante para evaluar la efectividad de los POES implementados en la planta, ya que deberan
modificarse para lograr el control de L. monocytogenes.
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