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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de Listeria sp. en hortalizas de
mayor consumo expendidas en los mercados de los distritos de José Leonardo Ortiz y
Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo 2018. Para este proposito se analizaron 90
unidades muestrales de hortalizas distribuidas en proporciones iguales de 30 unidades de
tomate, 30 unidades de lechuga y 30 unidades de repollo, a la vez distribuidas entre los
mercados anteriormente mencionados; las cuales fueron recolectadas segin la Norma
Técnica Peruana NTP 1SO 2859-1:2008.

Las muestras de hortalizas se sembraron en medios de cultivo de pre-enriquecimiento,
enriquecimiento, selectivos y suplementados para el aislamiento de Listeria sp., siguiendo
con el protocolo descrito en 1SO 11290-1:2017. Microbiology of the food chain —
Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and of
Listeria spp. — Part 1: Detection method [Microbiologia de la cadena alimentaria.
Método horizontal para la deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria
spp. Parte 1: Método de deteccion].

Finalmente, los resultados demostraron que Listeria sp. estuvo presente en un 1.1%,
equivalente a una unidad muestral de lechuga, procedente del mercado Moshoqueque
ubicado en el distrito de José Leonardo Ortiz; determinando asi que Listeria sp. se
encuentra en baja frecuencia en hortalizas de mayor consumo expendidas en los mercados
de los distritos de José Leonardo Ortiz y Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo

2018.

Palabras clave: Listeria sp., L. monocytogenes, hortalizas, tomate, lechuga, repollo
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ABSTRACT

The objective of this work was to determine the frequency of Listeria sp. in vegetables of
greater consumption expended in the markets of the districts of José Leonardo Ortiz and
Chiclayo. Lambayeque May 2017 - May 2018. For this purpose, we analyzed 90 sample
units of vegetables distributed in equal proportions of 30 units of tomato, 30 units of
lettuce and 30 units of cabbage, at the same time distributed among the aforementioned
markets; which were collected according to the Peruvian Technical Standard NTP ISO

2859-1: 2008.

Vegetable samples were sown in pre-enrichment, enrichment, selective and supplemented
culture media for the isolation of Listeria sp., Following the protocol described in 1SO
11290-1: 2017. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. - Part 1: Detection method
[Microbiology of the food chain. Horizontal method for the detection and counting of

Listeria monocytogenes and Listeria spp. Part 1: Detection method].

Finally, the results showed that Listeria sp. It was present at 1.1%, equivalent to a sample
unit of lettuce, from the Moshoqueque market located in the district of José Leonardo
Ortiz; thus determining that Listeria sp. It is found in low frequency in higher
consumption vegetables sold in the markets of the districts of José Leonardo Ortiz and

Chiclayo. Lambayeque May 2017 - May 2018.

Keywords: Listeria sp., L. monocytogenes, vegetables, tomato, lettuce, cabbage.



14

I.  INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s), constituyen uno de los
problemas sanitarios mas comunes y de mayor impacto sobre la salud de las personas en
el mundo; en los paises en vias de desarrollo es frecuente la incidencia de diversas
enfermedades causadas por la ingesta de alimentos que no retnen la calidad e inocuidad
apropiadas (Calderon, Dominguez, Gutiérrez, Kooper, & Schneider, 2009).

La mayoria de estas enfermedades transmitidas por alimentos son de origen
microbiano, tal es el caso de la listeriosis que es transmitida por el género Listeria, la cual
se caracteriza por ser una bacteria ubicua y ampliamente distribuida en la naturaleza,
teniendo como principales reservorios, el suelo, los forrajes, las aguas residuales, las
aguas superficiales y el tubo digestivo de numerosas especies de mamiferos, pajaros,
algunos peces y mariscos. Aunque esta bacteria puede transmitirse directamente desde
los animales infectados a las personas, asi como entre éstos, la principal ruta de
transmision de las listerias es la alimentaria, a través del consumo de alimentos,
principalmente leche cruda, productos céarnicos y hortalizas, las cuales pueden
contaminarse por el suelo, riego con aguas residuales o por el uso de estiércol como
fertilizante. Asimismo, en ambientes de produccion y procesamiento de alimentos donde
llegan a formar biopeliculas y persistir durante periodos prolongados de tiempo
multiplicAndose hasta niveles peligrosos durante su distribucion y almacenamiento.
(Agencia Espaiiola de seguridad alimentaria y nutricion, 2009; OMS, 2018 y Vila
Brugalla, 2014)

En la naturaleza existen diversas especies de la bacteria del genero Listeria, como
lo son L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua y L. grayi.,
de ellas, sélo L. monocytogenes y L. ivanovii estan asociadas a enfermedades humanas;

siendo L. monocytogenes la especie que esta emergiendo como una importante bacteria
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patdgena transmitida por los alimentos causante de listeriosis, aunque rara vez se contrae,
la enfermedad puede ser grave para algunas personas, especialmente las embarazadas,
lactantes, ancianos y los pacientes con sistemas inmunitarios debilitados, como los
inmunodeprimidos por VIH/sida, leucemia, cancer o trasplantes renales (Koneman &
Allen, 2008 y OMS, 2018).

Desde el punto de vista microbioldgico las hortalizas son alimentos
comparativamente de menor riesgo que las carnes y los productos lacteos. Sin embargo,
al ser consumidos sin ningun tipo de coccidn, son potencialmente peligrosos en caso de
que exista contaminacion.

Se conoce que el género Listeria sp. ha sido aislada en diversas hortalizas, tales
como tomate, zanahoria, lechuga, repollo, espinaca, pepino, judias, coliflor, brécoli, entre
otras; en las cuales la contaminacion es variable y se ve influenciada por el lugar de
cultivo, la zona de recoleccion, los abonos, la temperatura, los procedimientos de lavado,
el contacto con el suelo y las condiciones higiénicas durante su expendio (Carrasco, 2007;
International Commision on Microbiological Specifications for Foods - ICMSF, 2001 y

Lopez Orbegoso, Rivera Jacinto, & Rodriguez Ulloa, 2009).

En la actualidad debido a que el hombre en busca de una mayor capacidad de
supervivencia y preocupado por controlar su peso corporal, estd adoptando cambios en
su dieta diaria, aumentando asi el consumo de vegetales frescos y crudos, como son las
hortalizas que se sirven en ensaladas, las cuales acompafian de forma infaltable a los
diversos potajes que son consumidos masivamente por la poblacién (Ferrato & Mondino,

2008).
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Considerando que en el departamento de Lambayeque no existe informacion
documentada y ningun estudio anterior que evalle la frecuencia de Listeria sp. en
hortalizas se formulo la siguiente interrogante: ¢Cuél es la frecuencia de Listeria sp. en
hortalizas de mayor consumo expendidas en los mercados de los distritos de José
Leonardo Ortiz y Chiclayo. Lambayeque?, teniendo en cuenta las condiciones no
adecuadas del regadio de las hortalizas que luego son consumidos por la poblacion, la
capacidad de la bacteria de crecer en condiciones adversas, el tipo de reservorio
predispuesto para su desarrollo, el ser considerada un vehiculo de transmisién y la alta
tasa de mortalidad a nivel mundial, la convierte en un importante problema de salud
publica, por lo que se ejecutod la presente investigacion cuyo objetivo fue determinar la
Frecuencia de Listeria sp. en hortalizas de mayor consumo expendidas en los mercados
de los distritos de José Leonardo Ortiz y Chiclayo - Lambayeque. Mayo 2017 - Mayo

2018.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Chuah, Ling, Mohd, Mustapha, & Rusul (2016), determinaron la prevalencia de
especies de Listeria aisladas de hojas verdes. Se examind un total de 405 tipos diferentes
de muestras de verduras crudas obtenidas de mercados humedos seleccionados en
Selangor, Penang, Kedah y Perlis para la presencia de especies de Listeria.
Listeria spp. se aislé en 84 de las 405 muestras (21,0%).

La mayor prevalencia de Listeria spp. se detectdé en muestras de kangkong
(34,6%), sequido de pegaga (28,0%), selom (28,0%) y lechuga (24,0%). Las especies
mas comunes aisladas fueron L. monocytogenes (50,0%); los aislados restantes de
Listeria fueron L. innocua (32,1%), L. seelingeri (11,0%) y L. grayi (7,1%). Los
hallazgos representados en este estudio muestran que el consumo de verduras crudas

podria ser un riesgo potencial de listeriosis humana.

Hussain, Gooneratne, & Zhu (2016) ejecutaron un estudio en el que
seleccionaron cuatro tiendas minoristas: (1) un mercado abierto (Mercado A); (2) un
supermercado (Mercado B); (3) una tienda de comestibles asiatica (mercado C); y (4)
un mercado de expendio de fruta y verdura (Mercado D), de los cuales fueron
recolectadas un total de 96 muestras, tales como: lechuga, repollo, pepino y zanahoria
durante un periodo de 6 semanas. Luego de realizar el analisis microbioldgico para
detectar Listeria spp. en muestras de productos frescos mostro que la lechuga de las
tiendas minoristas tenia el nivel mas alto (4,2 log ufc / g)> pepino (3,2 log ufc / g)> col
(2,5 log ufc / g)> zanahoria. La menor prevalencia de Listeria spp. se evidencio en las
muestras de zanahoria (<1,05 log ufc / g) mientras que las muestras de lechuga

presentaron la mayor prevalencia (> 4 log ufc / g).
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Hussain & Zhu (2014), analizaron cuatro verduras frescas de consumo mas
comun, tales como el repollo verde, repollo purpura, lechuga y zanahoria, las que fueron
recolectadas de dos mercados diferentes de frutas y hortalizas (informados como
mercado 1 y mercado 2), localizados en la region de Canterbury en Nueva Zelanda
durante un periodo de 5 semanas. Se concluyé que todas las muestras de repollo purpura
de ambos mercados fueron consistentemente positivas para Listeria spp. durante el
periodo de muestreo de 5 semanas. Listeria spp. fueron detectados en el 60% y 100%
de las muestras de repollo verde del mercado 1y del mercado 2, respectivamente. Las
muestras de lechuga recogidas de ambos mercados durante la semana 1 a la semana 3
fueron positivas para la presencia de Listeria spp., mientras que las muestras de
zanahoria tuvieron el porcentaje mas bajo (20%) de muestras positivas, evidenciando

asi la capacidad de esta bacteria para colonizar dichas hortalizas.

(Abdullahi H. & Belmoh M., 2013), aislaron Listeria monocytogenes y otras
especies luego de analizar un total de 336 muestras de alimentos listos para comer que se
venden en la metropoli de Kano, Nigeria; dentro de los alimentos muestreados se
incluyeron 29 hamburguesas de carne, 30 yogures, 32 de leche fresca (nono) localmente
fermentada, 34 de repollo, 45 de carne asada (tsire), 48 de lechuga, 55 de carne y 63 de
carne asada (balangu). Las muestras se recolectaron a partir de diciembre del 2012 a
marzo del 2013, luego de ser analizadas, de estas muestras 38 (11,3%) mostraron
presencia de especies de Listeria. Ademas, se encontré que 06 aislamientos (1,8%)
correspondian a L. monocytogenes; 31 (9,2%) fueron L. ivanovii y 01 (0,3%) L. seeligeri.
De los 38 aislamientos, 7 (18%) fueron de balangu, 9 (24%) repollo, 14 (37%) lechuga,
5 (13%) carne 'y 3 (8%) 'tsire'. Se aislo L. monocytogenes a partir de 3 muestras de lechuga

(50%), 2 muestras de balangu (33%) y 1 muestra de carne (17%).
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Adelowo, Ajayeoba, Atanda, Bankole, & Obadina (2013), investigaron la
incidencia de Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo (pepino,
Cucumis sativas; repollo, Brassica olerecea; zanahoria, Daucus carota; tomate, Solanum
lycopersicum y lechuga, Lactuca sativa) en seis estados en el suroeste de Nigeria (Lagos,
Ondo, Oyo, Ogun, Osun y EKkiti). Un total de 555 muestras compuestas fueron recogidas
de 30 mercados tradicionales durante los meses de julio, septiembre y noviembre del 2012
y enero del 2013. Solo 244 muestras fueron positivas. La distribucion porcentual de L.
monocytogenes aislados en las verduras listos para el consumo fue de 28,28% en repollo;
9,02% zanahoria; 23,36% en pepino; 19,67% en lechuga y 19,67 % en tomate. El estado
de lagos tuvo mayor incidencia de contaminacion de L. monocytogenes (55%) seguido
por Ondo (48.89%), Oyo (48.75%), Ogun (44.09%), Osun (34.38%), y Ekiti (33.33%)
respectivamente.

Esta investigacion mostré la relevancia del estudio de esta bacteria, lo que podria
suponer una amenaza de brote o casos esporadicos de listeriosis con altas tasas de

morbilidad y mortalidad.

Chavez & Pérez (2011), evaluaron un total de 240 muestras de hortalizas (tomate,
zanahoria, espinaca, lechuga y rabanito) expendidas en los mercados “Palermo”, “La
Union”y “La Hermelinda” de la ciudad de Trujillo durante los afios 2010 — 2011, quienes
luego de analizar las muestras reportaron la presencia de L. monocytogenes en un 25.42%
de las muestras, distribuyéndose por tipo de hortaliza de la siguiente manera: 10,4% en
tomate; 31,3% en zanahoria; 23% en espinaca; 29,2% en lechuga y 33,33% en rabanito;
mostrando asi la mayor frecuencia de L. monocytogenes en las muestras de rabanito y la

menor en las de tomate.



20

Carrascal (2011), evalud 135 muestras de hortalizas frescas tales como espinaca,
lechuga romana y lechuga batavia en los municipios de Madrid, Facatativa, Tocancipa,
Cotay Chia, Bogot4; realizando tres muestreos en un periodo de seis meses, ademas cada
tipo de hortaliza tuvo un tratamiento diferente durante su siembra, de tal modo que para
la siembra de espinaca se hizo uso de compost y agua de riego por aspersion; en lechuga
romana se emple6 compost); y en lechuga batavia se utilizd fertilizantes quimicos y
durante el cultivo no se hizo riego. Luego de analizar las muestras reportd la presencia
de L. monocytogenes en un 57.7% en espinaca y del 15.5 % en lechuga romana,

evidenciando asi una alta frecuencia en muestras de espinaca.

Alfieri, Gamboa, Morén, & Ramirez (2009), adquirieron muestras de dos tipos de
vegetales frescos: tomates y cilantro de tres cadenas diferentes de supermercados de
Valencia, Venezuela. La recoleccién se realizo adquiriendo 12 muestras al azar de cada
grupo y de cada supermercado por semana, durante ocho semanas, para un total de 96
muestras por grupo, las cuales luego de ser analizadas, reportaron crecimiento de L.
monocytogenes en un 25,0% y de L. ivanovii en unl6,7% en tomate; mientras que en las
muestras de cilantro se encontré 36,5% de L. monocytogenes, 33,3% de L. ivanovii y
7,3% de L. seeligeri, estos resultados reafirman el alto porcentaje de L. monocytogenes
en hortalizas frescas, tal es el caso del tomate que es consumido casi a diario por la

poblacién.
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Martin (2007), analiz6 un total de 54 muestras recolectadas entre setiembre del
2006 - setiembre del 2007 procedentes de tres mercados de la ciudad de Trujillo,
“Palermo”, “Central” y la “Hermelinda”. Se desprende que, del total de muestras, 36
(66.67 %) corresponden, al mercado la Hermelinda; siendo 18 muestras de lechuga y 18
de repollo respectivamente. Para el mercado de Palermo 12 muestras (el 22.22 %); de
ellas 06 son de lechuga y 06 de repollo, por ultimo, para el mercado Central 06 muestras
(11.11%); 03 de lechuga, y 03 para repollo.
Al finalizar su investigacion, reportd 12 casos positivos a la presencia de L.
monocytogenes, de los cuales 08 muestras corresponden al mercado la Hermelinda
(06 de lechuga y 02 de repollo); 03 del mercado Palermo; (02 son de lechuga y 01 de

repollo); y s6lo 01 caso para el mercado Central, corresponde a lechuga.

Centurion & Takahara (2004), investigaron la incidencia de L. monocytogenes en
un total de100 muestras donde 50 corresponden a muestras de pollo y los 50 restantes a
muestras de verduras las cuales fueron recolectadas durante los afios 2003 — 2004 en
diversos mercados y centros de abasto de Lima metropolitana. Luego de ser analizadas
se logré aislar L. monocytogenes de una muestra de pollo y una muestra de verdura.
De las 50 muestras de verduras, 7 correspondieron a espinacas, 13 a esparragos, 5 a
lechugas, 11 a coles y 14 a apio. De las 13 muestras de esparragos, el 7.7% (1 muestra)
presentd L. monocytogenes. Ademas, se detecté L. innocua, en esparragos (7.7%),

lechuga (20%), coles (9.1%) y apio (7.1%).
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2.2 Base teorica
2.2.1 Listeriay su relacion con Hortalizas

Los brotes de enfermedades humanas debido a la transmision de microorganismos
patdgenos a través de hortalizas, son generalmente consecuencia de la contaminacion por
aguas residuales, aguas con sustancias fecales, agua contaminada para el lavado o como
consecuencia de una manipulacion no higiénica.

Desde el punto de vista microbioloégico las hortalizas son alimentos
comparativamente de menor riesgo que las carnes y los productos lacteos. Sin embargo,
al ser consumidos sin ningun tipo de coccidn, son potencialmente peligrosos en caso de

gue exista contaminacion.

Uno de los primeros brotes relacionados con hortalizas ocurrié en Canada en
1981, considerado ademas el primer brote de Listeria monocytogenes que podria estar
definitivamente vinculado a los alimentos y resulté en al menos 41 casos y 7 muertes
confirmadas. Se encontr6 que el estiércol de ovejas infectadas con L. monocytogenes se
habia utilizado como fertilizante organico al cultivar las coles utilizadas para preparar la
ensalada, lo que provocé una gran contaminacion de las hojas (Dood, Nwaiwu, & Rees,
2016).

2.2.2 Rutas de entrada de bacterias al tejido vegetal

Existen dos explicaciones obvias de por qué las bacterias se encuentran dentro del
tejido vegetal. En primer lugar, entran a través de aberturas naturales en la superficie de
la planta (estomas, lenticelas, sitios de emergencia lateral de la raiz, etc.) y / o sitios de
dafo bioldgico o fisico. En segundo lugar, se introducen en los tejidos internos junto con

el agua.
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Normalmente, el movimiento del agua es impulsado por la accion capilar de la
cicatriz del tallo. Otras fuentes podrian ser las heridas o hematomas en la superficie de
una hoja, la entrada a traves de las raices luego de la exposicion a agua contaminada con
patdgenos.

Existe evidencia de que algunas bacterias pueden persistir en el ciclo de vida
completo de la planta, desde la semilla hasta el brote. Se ha demostrado la evidencia de
contaminacion bacteriana a través de sistemas hidroponicos y esto puede conducir a la
entrada en las plantas a través de raices u hojas.

Por lo tanto, durante la produccion, el agua se utiliza para remojar las semillas,
regar las plantas y lavar los cultivos después de la cosecha, y todos estos procesos pueden
considerarse fuentes potenciales de contaminacién (Dood, Nwaiwu, & Rees, 2016).

En la cadena de produccién de alimentos existen riesgos de infeccion por
patdgenos, por lo que se necesita un control microbioldgico estricto para impedir que
estos lleguen al consumidor.

2.2.2.1 Pre-cosecha

Se considera la fase mas temprana de la cadena productiva e incluye siembra,
cultivo, irrigacion y tratamientos asociados con la produccion de la planta madura.

La contaminacién ocurre en la superficie del vegetal en la mayoria de los
productos, sin embargo, existe evidencia de que los patégenos pueden ingresar por accion
capilar en los espacios 0 hendiduras y/o en tejidos vegetales dafiados durante la
produccién. La FDA (Food and Drug Administration) y USDA (United States
Department of Agriculture) identifican numerosos factores de riesgo y areas de control
de contaminacion microbioldgica que deben implementarse en productos hortofruticolas
en etapa de pre-cosecha. Los documentos incluyen puntos como la calidad microbioldgica

del agua, uso de estiércol, manejo de animales y plagas; trazabilidad, limpieza,
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sanitizacion y salud e higiene del trabajador. Las heces de animales domésticos, animales
silvestres e insectos son una fuente potencial de contaminacion animal.

Se ha documentado que el agua subterranea es menos probable de ser contaminada
que las aguas superficiales, pues la calidad del agua superficial se afecta por los patrones
de uso de la tierra en la cuenca. Estos patrones se pueden afectar por la presencia de heces
de humanos y animales en el agua, tal como en el punto de origen (aguas residuales) y
fuera del punto de origen, asi como por la topografia y las fluctuaciones en las
precipitaciones.

El tipo de irrigacion utilizada también puede influir en la contaminacion de
hortalizas, ya que maximiza la exposicion de la porcion comestible del producto que
pueden incrementar la probabilidad de contaminacion. Las técnicas de goteo o sub-
irrigacion pueden minimizar la humectacion de la porcion comestible y, por lo tanto,
disminuir la probabilidad de contaminacion del producto.

Desafortunadamente, se hace amplio el uso de aguas residuales no tratadas para
irrigacion, especialmente en paises en desarrollo, y el uso de estas aguas también puede
incrementar el riesgo de contaminacion de frutas y hortalizas. Ademas, las fuentes de
contaminacion indirecta podrian incluir las interacciones tréficas entre plantas y
recolectores de plantas, como aves, mamiferos e insectos, ha adquirido interés como una
fuente potencial de contaminacion de frutas y hortalizas.

Los animales son un vehiculo de contaminacion y pueden acelerar la degradacién
de los productos agricolas, reduciendo en gran medida a la calidad y la vida dtil de los
vegetales cuyo consumo es en fresco.

Los contaminantes también pueden introducirse en el suelo si la tierra se utilizo
previamente para produccion animal o vertederos industriales, o si se aplicaron

biosolidos, lodos, estiércol como fertilizante o para disposicion de residuos. El estiércol
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es particularmente riesgoso, debido a que las heces de animales pueden contener
patdgenos que llegan a los vegetales cultivados en el campo. La cercania del fertilizante
al vegetal, contencion inadecuada del abono y una composta incorrecta pueden
incrementar el riesgo de contaminacion del producto y ademas eliminar los beneficios del

abono en términos de potenciacion del crecimiento.

2.2.3 Listeria en el tejido vegetal

Existen numerosas fuentes de contaminacion potencial, incluido el suelo, el agua
de riego, el estiércol mal compostado y los animales en los alrededores. La adhesion es
necesaria para que una bacteria colonice y potencialmente se internalice en las porciones
comestibles de una planta, pero los mecanismos para que la adhesion se produzca no se
han dilucidado bien para Listeria monocytogenes. Por ejemplo, Gorski et al. encontraron
que los flagelos son necesarios para algunas, pero no todas las cepas, de L. monocytogenes
para colonizar las plantas y que la aptitud de la colonizacion mejord con la motilidad
funcional de los flagelos.

Ademas, L. monocytogenes puede incorporarse en una biopelicula heterogénea
formada por bacterias epifitas o formar su propia biopelicula en la superficie de una
planta.

Una vez conectado, la persistencia en la planta depende parcialmente de la
capacidad de la bacteria para sobrevivir a los factores estresantes ambientales (por
ejemplo, la exposicion a los rayos UV y las fluctuaciones de la temperatura), asi como su
capacidad para utilizar lixiviados de la planta como fuente de nutrientes. Las biopeliculas
y la colonizacién de micro sitios de plantas (por ejemplo, a lo largo de las venas o en

espacios entre las células epidérmicas) proporcionan un entorno protector que puede
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apoyar la proliferacion microbiana. La internalizacion es otra forma mas en que los
patdgenos transmitidos por los alimentos pueden obtener acceso a un ambiente protegido.

Por ejemplo, el tejido dafiado, como un desgarro en la cuticula de la planta, podria
proporcionar un sitio de entrada. Los sitios de entrada adicionales incluyen grietas en la

cubierta de la semilla o lagrimas diminutas en el tejido de la raiz durante la germinacion.

Las bacterias que estan presentes cerca de las radiculas germinantes estan
expuestas a exudados nutricionales de la planta en crecimiento, lo que puede estimular el
crecimiento microbiano y aumentar el acceso a la planta (Deering, Oliver, & Shenoy,
2017).

Un estudio realizado por Deering, Oliver, & Shenoy, 2017, demostré la
internalizacion de Listeria monocytogenes en semillas de lechuga romana cultivada en
condiciones de invernadero, comprobando asi que Listeria es capaz de vivir durante todas
las etapas del crecimiento de la planta.

La bacteria puede ingresar en la planta a través de grietas en las capas envolventes
de las semillas, por pequefios desgarros en el tejido de las raices durante la germinacién
0 a través de tejido vegetal dafiado. Ademas de realizarlo rapidamente, apenas treinta
minutos fueron suficientes, para dar lugar a la infeccion de las semillas expuestas
a L. monocytogenes, de las que crecieron plantas contaminadas, capaces de albergar
bacterias internalizadas.

Asimismo, la bacteria pudo perdurar en el vegetal hasta 60 dias o hasta el
momento de la cosecha, y encontrarse en todo el tejido de la planta. Los investigadores
recalcaron que ésta puede ser una via mas de los patdgenos asociados a alimentos para

llegar a los consumidores, especialmente en alimentos listos para el consumo.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Zona de estudio
El presente trabajo se realizO en los mercados mencionados a continuacion:
Mercado “Modelo” ubicado en la Calle Juan Cuglievan y la Avenida Arica, el Mercado
Mayorista “Moshoqueque” ubicado en las Avenidas Dorado y Kennedy y por ultimo el
Mercado Mayorista “Los Pathos” ubicado en la Avenida Venezuela; pertenecientes a los
distritos de Chiclayo y José Leonardo Ortiz respectivamente, en la Provincia de Chiclayo
- Region Lambayeque, considerando Unicamente los puestos donde se expenden
hortalizas (Anexo 1).
3.1.2 Poblacion
Estuvo constituida por todas las muestras de hortalizas frescas de Lactuca
sativa L. (lechuga), Solanum lycopersicum (tomate) y Brassica oleracea L. var.
capitata (repollo), expendidos en los mercados de los distritos de José Leonardo

Ortiz y Chiclayo. Lambayeque. Mayo 2017 — Mayo 2018.

3.1.3 Tamafio de muestra
Se colectaron 90 unidades muestrales mediante el método de conveniencia segun
Alvitres (1997), donde se utilizaron los siguientes criterios de inclusién:

1. Hortalizas expendidas en el Mercado ‘“Modelo”, Mercado Mayorista
“Moshoqueque” y el Mercado Mayorista “Los Pathos” de los distritos de José
Leonardo Ortiz y Chiclayo respectivamente.

2. Verduras sin alteracion de calidad organica.

Las 90 unidades muestrales de hortalizas fueron distribuidas a proporcion de
30 muestras por mercado, a la vez repartidos en 10 unidades muestrales por cada tipo

de hortaliza, ver Figura 1.
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Mayorista “Los » 10 Tomate
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10 Repollo

Figura 1. Distribucién de las unidades muestrales

3.2 Métodos
3.2.1 Disefio de investigacién: Disefio de una sola casilla
Se empled ésta técnica, debido a que se usé un solo grupo con caracter
“experimental”, en el cual las hortalizas tales como Lactuca sativa L. (lechuga), Solanum
lycopersicum (tomate) y Brassica oleracea L. var. capitata (repollo), constituyeron dicho

grupo y donde se determind la presencia o ausencia de Listeria sp.

3.2.2 Toma de muestra
Las muestras de Lactuca sativa L. (lechuga), Solanum lycopersicum (tomate),
Brassica oleracea L. var. capitata (repollo), fueron colectados de los mercados “Los
Pathos” y “Moshoqueque” del distrito de José Leonardo Ortiz y el mercado “Modelo” del
distrito de Chiclayo durante los meses de Marzo — Mayo del 2018.
El muestreo se realizd segun la Norma Técnica Peruana NTP 1SO 2859-1 2008
(Instituto Nacional de Defensa de la Competencia y de la Proteccion Intelectual.

INDECOPI, 2008), donde cada unidad muestral estuvo constituida por una planta entera
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de lechuga, repollo y tomate las cuales fueron recolectadas asépticamente en bolsas de
polietileno de primer uso (estériles), debidamente rotulados (Anexo 2) y transportados al
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos del Departamento Académico de

Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas - Lambayeque y

MUESTRAS DE
HORTALIZAS

“MERCADO MODELO”
CHICLAYO
06 - 04 -2018

i
!
z

Figura 2. Toma de muestra. a. Seleccion de hojas externas de repollo. b. Almacenamiento de
muestra de repollo en bolsa de polietileno de  primer uso. c. Sellado de la bolsa.
d. Rotulado de muestras tomadas. e y f. Presentacion de muestras selladas y rotuladas
correctamente. g y h. Transporte de muestras en corcho con gel pack.
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3.2.3 Procesamiento de las muestras
El procesamiento de las muestras se realiz6 aplicando la técnica descrita en I1SO
11290-1:2017. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection
and enumeration of Listeria monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection
method [Microbiologia de la cadena alimentaria. Método horizontal para la deteccion y
el recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria spp. Parte 1: Método de deteccion]

(Anexo 3).

A. Pre enriquecimiento
Se pesé asépticamente 25 g por cada muestra de lechuga y repollo, tomando las
hojas externas; en el caso del tomate se consider6 una unidad (los mismos que fueron
obtenidos de las diversas areas muestrales), las cuales se colocaron en una bolsa de
polietileno estéril y fueron triturados empleando fuerza mecanica. Luego se agreg6 225

ml de caldo semi concentrado Fraser (enriquecimiento primario), se homogeneiz6 durante

dos minutos y luego se procedio a incubar a 30°C durante 25 h + 1h.
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Figura 3. Pre enriquecimiento. a. Frascos de caldo Fraser semi concentrado. b. Pesado de 25 gr de muestra.
¢y d. Adicién del suplemento de caldo Fraser. e y f. Vertido de 225 ml de caldo Fraser semi
concentrado previamente suplementado. g. Muestras previamente homogenizadas lista para la
incubacion. h. Incubacién de muestras a 30°C por 25h + 1h.
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B. Enriguecimiento:
Después de la incubacion, se transfirio 0,1 ml de este medio de enriquecimiento
primario a un tubo de dilucion de 15x100 conteniendo10ml de caldo Fraser concentrado

(enriguecimiento secundario) y se incubd a 37°C durante 24h+ 2h.

Figura 4. Enriquecimiento. a, by c. Suplementado del caldo Fraser concentrado. d. Distribucién de 10 ml
de caldo por tubo. e. Extraccion de 0.1 ml de alicuota de la muestra de enriquecimiento primario.
f. Vertido y homogenizacion de alicuota al tubo de dilucién conteniendo el caldo Fraser
concentrado, previamente suplementado. g. Tubos inoculados listos para ser incubados a 37°C
por 24h + 2h.
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C. Aislamiento:

Transcurridas las 24 horas de incubacién del enriquecimiento primario, se tomo
una asada del caldo de cada muestra y se sembro en doble placa y por estria en Agar
Oxford y en Agar Palcam suplementado. Finalmente se incubd a 37°C de 24h- 48h.

De manera paralela a partir del enriquecimiento secundario, se tomé una asada de
caldo por cada muestra y se sembro en doble placa y por estria en Agar Oxford y en Agar
Palcam suplementado, luego se incubé a 37°C de 24h- 48h.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se observaron las caracteristicas
compatibles con Listeria sp.:

- En Agar Palcam suplementado las colonias de Listeria sp. aparecen pequefias,
redondas de coloracidn gris-verdosa rodeado con una precipitacion o halo negro.

- En Agar Oxford suplementado la mayoria de las cepas de L. monocytogenes y
otras Listeria sp. forman colonias redondas, color gris azulado de aproximadamente
1 mm de diametro que esta rodeado de un halo negro tras pasar 24 horas. Después
de 48 horas, éstas colonias tipicamente tienen un diametro de 2 a 3 mm,

permaneciendo negras con un halo negro, pero desarrollando un centro hundido.

La caracteristica de ennegrecimiento es causada por la reaccion positiva a la esculina
exhibida por la Listeria sp.

En éstos medios todas las especies de Listeria crecen y presentan colonias del mismo
aspecto. Por tanto, todos los aislados deben identificarse con los procedimientos

bioquimicos.
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foar Pacce™
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Figura 5. Aislamiento. a, b y c. Presentacion de Agar Oxford y Palcam, suplementado y servido de
placas. d. Placas listas para sembrar luego de pasar control de 24hrs. e. Sembrado por estria
del enriquecimiento primario y secundario. f. Placas de Agar Oxford y Palcam sembradas
antes de incubar a 37°C de 24h- 48h. Oxford.
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Figura 6. Observacion macroscopica de colonias. Control positivo ATCC® 19114 Listeria
monocytogenes 4a en Agar Palcam.

Figura 7. Observacion macroscopica de colonias. Control positivo ATCC® 19114 L. monocytogenes 4a
en Agar Oxford.
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D. Seleccion de colonias sospechosas:
Se seleccionaron mas de 5 colonias tipicas aisladas compatibles con el género
Listeria, las cuales se sembraron empleando la técnica de estriado en Agar Tripticasa

Soya con 0,6% de extracto de levadura para aislamiento de las colonias.

e

Figura 8. Siembra de las colonias sospechosas empleando la técnica de estriado en Agar Tripticasa Soya
con 0,6% de extracto de levadura para su aislamiento. a. Viales servidos de Agar Tripticasa
Soya con 0,6% de extracto de levadura b. Incubacién a 37°C durante 48h. ¢ y d. Viales luego
de la incubacién, obteniendo cultivos puros a los cuales se les realizé la confirmacion de Listeria

sp.
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A las cepas sospechosas aisladas, se les realizo las pruebas de identificacion para

Listeria sp., las que reaccionan de la siguiente forma: coloracion Gram (bacilos Gram +),

catalasa (+), VP (+), movilidad a 25 °C (+).
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Figura 9.

b. Cassetes para identificacion de Listeria sp.

Identificacién de cepas sospechosas. a. Cepas sospechosas cultivadas en caldo BHI.
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IV. RESULTADOS
El objetivo de esta investigacion fue determinar la frecuencia de Listeria sp. en
hortalizas de mayor consumo expendidas en los mercados de los distritos de José

Leonardo Ortiz y Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo 2018.

En el periodo de estudio Mayo del 2017 a Mayo del 2018, se analizaron 90
unidades muestrales de hortalizas distribuidas en proporciones iguales de 30 unidades de
tomate, 30 unidades de lechuga y 30 unidades de repollo distribuidas en los mercados
Modelo, Moshoqueque y Los Pathos de los distritos de Chiclayo y José Leonardo Ortiz
respectivamente.

De las 90 unidades muestrales analizadas, se logré aislar Listeria sp. en una
muestra de lechuga, equivalente a 1 unidad muestral (1.1%), procedente del mercado
Moshoqueque ubicado en el distrito de José Leonardo Ortiz, tal como se muestran en las

Tablas 1y 2.

Tabla 1. Presencia y ausencia de Listeria sp. en hortalizas de mayor consumo expendidas en los mercados
de los distritos de José Leonardo Ortiz y Chiclayo — Lambayeque. Mayo 2017 - Mayo 2018

N° de Resultados Porcentaje
muestras
89 Ausencia en 25 gramos 98.9%
1 Presencia en 25 gramos 1.1%
90 Total de muestras 100%

Tabla 2. Aislamiento de Listeria sp. por tipo de mercado. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo 2018.

Mercado Resultado Porcentaje
Modelo 0 0.00
Moshoqueque 1 100%

Los Pathos 0 0.00
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Respecto a la confirmacion de Listeria sp., ésta se realizd mediante pruebas
bioquimicas, tales como la reaccién a la prueba de Voges-Proskauer, deteccion de la
presencia de la enzima catalasa y la prueba de motilidad a 25° C; evidenciando
fermentacion positiva, presencia de la enzima catalasa y finalmente un crecimiento

positivo y caracteristico del género en forma de sombrilla (Figuras 13; 14 y 15).

Ademas, se realizo la tincion Gram, donde se observaron bacilos cortos Gram
positivos, con extremos redondeados en cadenas cortas y en empalizadas caracteristicos

de ésta bacteria (Figura 12).

La frecuencia de Listeria sp. en las muestras analizadas se observa en la Tabla 3,
cuyos resultados determinaron que dicha bacteria posee baja frecuencia, lo cual fue
evidenciado al estar presente Unicamente en una unidad muestral obtenida a partir de

lechuga (Figura 10).

Tabla 3. Frecuencia de Listeria sp. teniendo en cuenta el tipo de hortalizas expendidas en los mercados de
los distritos de José Leonardo Ortiz y Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo 2018.

Tipo de Casos positivos Casos negativos
hortalizas N° Porcentaje N° Porcentaje
Lechuga 1 1.1 29 32.2
Tomate 0 0.0 30 33.3
Repollo 0 0.0 30 33.3
Total 1 1.1 89 98.8
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Figura 10. Frecuencia de Listeria sp. en hortalizas
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Figura 11. Colonias sospechosas. a, b, ¢ y d. Colonias sospechosas, compatibles con el género Listeria.
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Figura 12. Observacién microscopica del control positivo Listeria monocytogenes ATCC® 19114 4a
(izquierda), cepa sospechosa confirmada para Listeria sp. (derecha).
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Figura 13. Prueba de motilidad a 25° C. Control de Listeria monocytogenes positivo (izquierda), motilidad
positiva proveniente de colonia sospechosa (derecha)



Figura 14. Prueba de VVoges-Proskauer. Control de Listeria monocytogenes positivo (izquierda),
prueba positiva proveniente de colonia sospechosa (derecha)

Figura 15. Prueba de reduccion de Catalasa. Control de Listeria monocytogenes positivo (izquierda),
prueba positiva proveniente de colonia sospechosa (derecha)
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V. DISCUSION

Listeria sp. es una bacteria que posee gran habilidad para sobrevivir y crecer bajo
condiciones adversas mas que otras bacterias patdgenas no esporuladoras transmitidas
por alimentos; razon por la cual puede transmitirse por consumo de una amplia variedad
de alimentos, particularmente en aquellos listos para el consumo, siendo las hortalizas los
principales vehiculos de transmisién

La presente investigacion determind la frecuencia de Listeria sp. en hortalizas de
mayor consumo expendidas en los mercados de los distritos de José Leonardo Ortiz y
Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017 - Mayo 2018 siendo de utilidad para posteriores
investigaciones dado que no se encontraron datos relacionadas en la Region Lambayeque;
asi mismo a nivel nacional la importancia prestada a su estudio en hortalizas es muy baja,
esto puede deberse a que la enfermedad es poco frecuente en la poblacion general, sin
embargo, debido a sus caracteristicas de ubicuidad y gran adaptacion a las condiciones

del medio deberia ser mejor investigada.

En la presente investigacion se obtuvo una frecuencia de aislamiento de Listeria
sp. del 1.1%, porcentaje menor a lo encontrado por Centurion & Takahara (2004) quienes
reportaron la presencia de dicha bacteria en un 20.00% en muestras de lechugay 9.1% de
repollo. Asimismo, la investigacién realizada por Martin (2007), reporté la presencia de
L. monocytogenes en un 22.22% a partir de las mismas muestras; datos que difieren en
gran porcentaje con lo logrado en la investigacion; del mismo modo al reportado por
Pérez y Chavez (2011) quienes determinaron una alta frecuencia de L. monocytogenes,
reportando un 29,17% de positividad provenientes de muestras de lechugas y 10.42% de

muestras de tomate, ésta diferencia se puede explicar basicamente teniendo en cuenta los
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factores influyentes como las propiedades del sustrato, las condiciones de riego y
manipulacion por parte del agricultor, ademas, de las condiciones brindadas por los
expendedores de los diferentes centros de abastos quienes por su afan de conservar y
vender su producto a buen precio y en menor tiempo, realizan un procedimiento de
desinfeccion con alguna sustancia clorada, como por ejemplo dioxido de cloro o algun
otro desinfectante autorizado; y si se habla del efecto de la limpieza de hortalizas
sobre Listeria sp.,se puede decir que la contaminacion microbiana en éstas se localiza
fundamentalmente en su superficie, ya que son las zonas de la corteza o las hojas mas
externas las que se encuentran mas expuestas, de tal manera que se podria plantear que
cuando las listerias se encuentran en bajas concentraciones, pueden ser eliminadas de las
hortalizas con un adecuado proceso de limpieza, disminuyendo asi la posibilidad de
recuperacion de la misma al momento de ser analizadas.

En otro estudio realizado por Chuah, Ling, Mohd, Mustapha, & Rusul (2016), se
comprobd una alta frecuencia de Listeria sp., a partir lechugas analizadas (24,0%),
hallazgos que son afines a los reportados por Adelowo, Ajayeoba, Atanda, Bankole, &
Obadina (2013), quienes luego de analizar muestras, entre ellas pepino, repollo,
zanahoria, tomate y lechuga, lograron aislar L. monocytogenes en un 28,28% (repollo y
lechuga), y 19.67% (tomate). De la misma forma, un estudio realizado por Abdullahi H.
& Belmoh M. (2013), preciso el aislamiento de L. monocytogenes y otras especies luego
de analizar muestras de repollo y de lechuga (11,3%), porcentajes que son notoriamente
mayores a los obtenidos al finalizar ésta investigacion, en este caso es posible un
predominio de diferencia en los métodos de laboratorio desarrollados por cada autor
durante las diferentes etapas del procedimiento, como en el enriquecimiento, aislamiento
e identificacién del mencionado microorganismo, esto complementado con técnicas mas

sofisticadas y sensibles; asi mismo en la metodologia empleada para la recoleccion de las
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muestras, el nimero de muestras analizadas, las condiciones para la toma de muestra y
antecedentes de brotes de listeriosis por pais de origen. De tal modo que, en éste estudio
se aplicaron Normas Técnicas Peruanas para la toma de muestra, igualmente, se utilizaron
medios de cultivo de enriquecimiento como Caldo Fraser, Agar Oxford y Palcam como
segundos medios.

El porcentaje de frecuencia de Listeria sp. en la presente investigacion es menor
a los obtenidos por Carrascal (2011) y Alfieri, Gamboa, Morén & Ramirez (2009) en mas
de un 50% de diferencia, porcentajes que superan en gran medida a lo obtenido;
justificacidn que es semejante a lo ya explicado en parrafos anteriores.

La alta demanda de vegetales debido a su rapida coccion, su valor nutritivo, bajo
valor caldrico, hacen que estos productos formen parte de la dieta diaria de la poblacion;
si bien es conocido que los procesos de coccion en los vegetales antes de su consumo
reducen el riesgo de contaminacidn, el problema se presenta cuando no se realiza dicho
proceso o si éste es insuficiente (Centurion & Takahara, 2004).

Es importante tener en cuenta que las hortalizas son un producto alimenticio sin
restriccion para su consumo, de ahi la importancia de determinar la presencia de Listeria
sp. en dichos productos, por tanto, los datos reportados en este estudio son entonces un
primer acercamiento para avanzar en el conocimiento de la frecuencia de ésta bacteria en

hortalizas expendidas en la region.
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VI. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos se concluye que:

- Al término de la investigacion se aislé el género Listeria sp. a partir de una
muestra de lechuga.

- Delas hortalizas (tomate, lechugay repollo), expendidas en los mercados Modelo,
Moshoqueque y Los Pathos de los distritos de Chiclayo y José Leonardo Ortiz
respectivamente, se reportd baja frecuencia de Listeria sp. correspondiente al
1.1% de un total de 90 muestras, lo que no representa un riesgo para la salud de

los consumidores.
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Vil. RECOMENDACIONES

Utilizar otro tipo de hortalizas de mayor consumo tales como rabanito, espinaca y
zanahoria.

Aumentar el nimero de unidades muestrales para obtener una mayor cantidad de
datos.

Analizar el agua empleada para el riego de las hortalizas.

Analizar el agua empleada para el lavado de las hortalizas durante su expendio en
los mercados.

Realizar hisopados de superficies vivas a los encargados del expendio de hortalizas.
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Anexo 1. Ubicacion geogréafica de la zona de muestreo
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Figura 16. Mapa satelital del mercado “Modelo”, Chiclayo. Tomado de Google Maps Copyright
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Figura 17. Mapa satelital del mercado mayorista “Moshoqueque”, José Leonardo Ortiz.
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Figura 18. Mapa satelital del mercado mayorista “Los Pathos”, José Leonardo Ortiz.
Tomado de Google Maps Copyright 2017.
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Anexo 2. Rotulado de muestras
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“Frecuencia de Listeria sp. en hortalizas de mayor consumo
expendidas en los mercados de los distritos de José Leonardo Ortiz
y Chiclayo. Lambayeque Mayo 2017- Mayo 2018”.

Nombre del mercado: Puesto N°

Tipo de hortaliza:

Fecha: / / Hora:
Nombre del responsable del muestreo:

Figura 20. Formato de rotulado de la muestra.
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Anexo 3. Diagrama de flujo del procedimiento para la deteccion de Listeria monocytogenes
y Listeria spp.

ENRIQUECIMIENTO PRIMARIO

25gr de muestra + 225 ml de caldo Fraser

semi concentrado + suplemento
Incubar 30°C, 25h + 1h

|

ENRIQUECIMIENTO SECUNDARIO

0.1 ml de in6culo + 10 ml de caldo Fraser

concentrado + suplemento
Incubar 37°C, 24h + 2h

| |

SIEMBRA EN PLACA

A partir del Caldo Fraser semi concentrado de 24h,

estriar en Agar Oxford y Agar Palcam + suplementos
Incubar 37°C, 24h — 48h

l

SELECCION DE COLONIAS SOSPECHOSAS
Seleccionar 5 colonias tipicas y estriar en Agar Tripticasa Soya con

0,6% de extracto de levadura
Incubar 37°C, 24h

i

IDENTIFICACION

A partir de las cepas de Agar Tripticasa Soya con

0,6% de extracto de levadura realizar las pruebas
bioquimicas, CAMP y tincion de GRAM

v
INTERPRETACION DE RESULTADOS




Anexo 4. Indicador quimico externo para esterilizacion a calor seco en cinta adhesiva

3M

Comply Tape

indicador Quimico Externo

Listerthzacion a Calor Seco
Cwmta Adhesiva

3/4 " x 54.68 yds » 1.9

nstrucciones de l]‘q;
Desenrrolle una seccién de la cinta indicadora a
calor seco 1226 Comply de aproximadamente
20-30 cm de largo. Envuelva cada paquete
segn sea requerido
Cologue un extremo de la cinta indicadora en el
paquete y aplique presion con los dedos a lo
largo de esta para asegurar la union.
No estire la cinta a través del paquete puesto
que puede causar su rotura.
Después de la esterilizacion deje que los paquetes
se enfrien segin procedimientos establecidos
antes de romper el sello de la cinta.
La cinta esta disefiada para adhcrirse a una
variedad de matenales, incluyendo tejidos,
metal y papel.

Interpretacién de resultados:

Las lineas de indicador quimico de la cinta 1226
Comply virarin de un color verde claro a un
color marron claro luego de que hayan sido
expuestas a condiciones de esterilizacion a calor
seco y que se haya superado, segin las normas
internacionales, los 155°C de temperatura.

Un cambio de color incompleto puede indicar
un proceso inadecuado de esterilizacion.

Lote Vencimiento

213 12-2019

Almacenamiento:

= Conservar en lugar seco (50% HR.)
con una temperatura entre (15-30°C) y
proteger de la luz

Tiempo de vida:

* Lacinta 1226 Comply cstéd cubiena
por una garantia general de 24 meses
por cualquier defecto de fbrica

+ La cinta ticne una vida de 24 meses
desde su fecha de fabricucion cuando
esta almacenada scgun las condiciones
anteriormente indicadas

Precaucion:
+ No utilice esta cinta para otro fipo de
esterilizacion que no sea a calor seco

Wil

Fabricado por
Sicad SPA

Via Caduti
Liberazione 57
21040 Uboldo (VA)
Italia

S7
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Anexo 5. Indicador quimico 1250 3M Comply ™ — Tiras para esterilizacion por vapor
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1250 Stripe turns dark with processing

La bande devient plus foncée aprés stérilisation
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Anexo 6. Medios de cultivo Difco ®
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Anexo 7. Suplementos para Agar Palcam, Agar Oxford y Caldo Fraser marca Difco ®




VIP* Gold for Listeria

ADAC Ofctil Methed ¥97 03
AQAL Ferdermares Tomed Mestod 060001

GENERAL DESCRIPTION

VIF" Gold for Listen s a vinghe-steg visual imemsinoaussy for the
detection of Listeno in food and environment) mmples. Each
device contains 3 proprietary reagent system, which forms 3
visually apparent antigen-antibody-chromogen complex f Littend
it present. The test (s Intended for use by laboratory personnel
with appropeate mucrobialogy training.

Part No: 60037-40 (40 teana)

KIT COMPONENTS

Each VIP Gold for Listena kit contina the following:
VIP Goid for Lstena test devices

EQUIPMENT / MATERIALS REQUIRED

Other necettary materals not provided incude
Media per Appendix A
Autodave
Vortes mixer
Analytical balance, tolerance £ 02 g
< her { M X
Stomacher-rype Sags with filter or equivalent
Incubator capable of ining 29 - 31 °C
‘Water bath capable of maintaining 95 - (05 “C or
equivalent (e.g. autociave with flowing steam, dry heater)
Micropipette(s) capable of defivering 0. 1 mb and | 0 mL
SAMPLE PREPARATION
A. Test Portion Preparation & Enrichment

Two Step Enrichment Protocol (AOAC OMA 997.03)

for mezt, poaltry, seafood. vegetables, dairy products, eggs.
pasta, animal meal, nuts and environmental samphes.

(a) Food samples Add 15 g test portion to 225 mlb of
maodified Fraser Broth with lithsum chloride (mFB+LiCl)
(Appendix A} Stomach | masucate for 2 min and incubate
2Bh (26 - 30 h) 3t 30 °C (29 - 31 "C).

(b) Environmental samples Add 60 mL of mFB+LiC to
sample bag contalhing environmental sponge sample. Ensure
that the spenge is onented horizonlly m the sample bag If
using 3 xwab, add environeental swab sample to 10 mi of
mFB LTI Mox welt and incubate 28 h (26-30 h) at 30 °C
(2%-31°C)

{c} Transler | mi ncubated mFB+LIC] to 9 mL Buffered
Listeria Enrichment Broth (BLEB) (Appendix A) Mix
thoroughly with vortex mixer. Incubate 24 h (22 - 26 h)

wICR9-31°C)

Single Step Enrichment Protocol (AOAC PTM 060801)
for meat, poultry, veafood, vegetables, dairy prod and

(4) Food samples Add 15 g test pornon 1o 225 mL of Demi

Fraver Broth (OFB) (Appendix A). § h | masticate for
1 minutes and incubate 46 ) (46 - 54 h) at 30 °C
(29-31°C)

() Environmental samples Add |00 mL of DFB 1o sample
bag conmaining srveonmental spange sample Ensure that
the sponge is orentad horizontally in the sample bag ¥
wsing & ywal, sdd environmental swab ssmple to 10 mL of
u}?,mmwmuh(u-umuw'c
a%-1C

Note: Resain angesl BLES or DFB tubes under
refngeranon (1 - 8 'C) Use for confirmanion of
PrEaungtive positivs rescity

Anexo 8. Hoja de descripcion VIP ® Gold Listeria - BIOCONTROL

BIOCONTROL

Bavety Bight wwe
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8. Sample Inactivation
18) Vortes mix cubated sempln, Tramfer 10 ml incubared
or DFB to & cean test tibe.

(8) Inactrate microceganisms at 100 °C (95 - 105 °C) for
Smmnnurhdumdnnw&ym

€) Cool rubex 10 25 - 37 "C bafare testing Tubes that have
methMu’mdﬂnll
1-8°C prior 10 testing

TEST PROCEDURE

(a) Open the seled fod pouch cantaining the VIP Gald
devices and remove the sheet of test devices. Break sway
the necassary number of devicer. one device for each
RSl pornion

(B} VIP Gold units may not tre resured. Reseal unised VIR
Gold unas In posich containing desiccant Store at roem
temparatyre (15 - 30 °C)

(€] Enniched brochs should be equilibested to 25 - 37 °C
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(@) Vortex mex contents. Tramfer 0 | mi of Inactivated
BLEB or DFB to sample addition well Avosd tramferring
partculate marter 1o the device.

(#) Incubate device 3t room temperature (15 - 30 “C) for
10 min

RESULTS

Note: Examine test urvt at 10 min. Beyond this time fame
lines may develop b of pecfic color lop
and should be disregarded.

{a) Examine VIP Gold unit for the presence of distinct
detecton Nnes i both test sample and test versfication
zone. Lines should be dark when contrasted with white
background and should extend across the rone. Intensity
of test sample and test verificaton lines may differ

Absence of 3 test verificanon line indicates an imvalid test
resule. Contact BeoControl Technical Services at (800)
245-0113.

(b} Test sample is considered positive when lines are
presant in the test sample tone and in the et
moe.

Sample
addition well

Sample Verification
100 Tone

{c) Test vample i1 conaidered negative when 1 line is
present i the test verification zone and no line s yeen in
the tesz tample zone

Sunple
addision well

Sample Verification
zone Tone

(d) Postien and negative control cultures should be run 1o
furilanze the wnalyst with the resulty interprecation
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Anexo 9. ATCC® 19114 Listeria monocytogenes 4a - KWIKSTIK
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