4
1

UNIVERSIDAD COLEGIO M_AYOR DE CUNDINAMARCA

Facultad de Ciencias
Programa de Maestria en Microbiologia

Revisidon sistematica de los métodos de diagnostico de
Listeria monocytogenes en productos carnicos en canal
procesados en plantas de beneficio en Colombia

Daniela Yohanna Espinosa Mesa

Bogota D.C., Colombia
Julio de 2022



Revision sistematica de los métodos de diagndstico de
Listeria monocytogenes en productos carnicos en canal
procesados en plantas de beneficio en Colombia

Trabajo de grado presentado como requisito parcial para obtener el titulo de

Magister en Microbiologia
(Modalidad de Profundizacién)

Daniela Yohanna Espinosa Mesa
Médico Veterinario
Esp., Laboratorio Clinico Veterinario

Directora
Ligia Consuelo Sanchez Leal
Magister en Biologia Aplicada
Programa Bacteriologia y Laboratorio Clinico
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Linea de Investigacion:
Salud y Desarrollo Humano
Grupo de Investigacion CEPARIUM

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias
Programa de Maestria en Microbiologia
Bogota D.C., Colombia
Julio de 2022



Dedicatoria

A Dios por el amor que me obsequia en
cada uno de los pasos que he dado en
la vida, iluminando mi camino con mis
papas, mi familia y personas
maravillosas que me permitié conocer

para lograr cada uno de mis propositos.



Agradecimientos

A Dios agradezco porque en el tiempo de El, me permiti6 afianzar nuevos
conocimientos y bases para alcanzar mis metas, una experiencia extraordinaria de
aprendizaje, esfuerzo y compromiso, con el soporte incondicional de mis padres,

mi familia y amigos del alma que hoy ya no estan en este plano.

Agradezco a las profesoras Ligia Consuelo Sanchez y Paola Santos por su
asesoria, acompafiamiento y apoyo para lograr el desarrollo de este trabajo. A los
docentes que compartieron con dedicacién y paciencia sus conocimientos,
logrando fortalecer la interdisciplinariedad en la salud publica, a la profesora
Carolina Guzman, gracias por ser docente y ampliar mis conocimientos de manera
tan generosa y especial. Por ultimo, a la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca por brindar este espacio de educacion y formacion.



Resumen

La Listeriosis comprende una de las problematicas incluidas en los controles de
salud publica en todos los continentes, y, el agente etiolégico es Listeria
monocytogenes, una bacteria patégena transmitida por alimentos, la cual afecta a
personas inmunosuprimidas y a mujeres embarazadas. Este microorganismo se
puede encontrar en productos carnicos y pescado, productos lacteos, alimentos
procesados, huevos, frutas y verduras. Las investigaciones asociadas al diagnostico
de L. monocytogenes en derivados carnicos son amplias, sin embargo, estas no son
representativas en plantas de beneficio animal, por consiguiente, se indago si
existen publicaciones relacionadas estableciendo una estrategia de busqueda de
literatura cientifica en las principales bases de datos y en repositorios de
universidades, a partir de textos publicados en dos intervalos de tiempo, el primero
entre 1991 y 2001, y el segundo entre 2002 y 2021, con la finalidad de encontrar los
articulos mas relevantes y determinar la evolucion que han presentado las técnicas

de diagndstico de L. monocytogenes en Colombia.

Las evidencias demuestran que las deficiencias en diferentes etapas del proceso
en plantas de beneficio animal son asociadas a la contaminacién de canales por
heces, durante las etapas de lavado de los animales antes de su ingreso al proceso,
la etapa de desollado y las etapas posteriores de manipulacién por los operarios y
desinfeccién insuficiente de la canal. Adicionalmente, se report6 la presencia de L.
monocytogenes en la tonsila y lengua del cerdo durante el sacrifico. Lo anterior,
explica una prevalencia significativa debido a que en algunos paises la canal se
comercializa con cabeza, favoreciendo la contaminacién cruzada desde estos
organos hacia la canal durante las etapas de procesamiento primario en la planta

de beneficio animal.

Los estudios destacaron la importancia de hallazgos relacionados a la identificacion
de cepas persistentes de L. monocytogenes asociadas a la contaminacion
ambiental y de superficies en las plantas de beneficio animal, lo que puede conducir

a una contaminacion repetida de los productos carnicos. Por otra parte, se evidencia



gue la presencia de genes de resistencia a los desinfectantes es un factor para la
contaminacion de productos carnicos durante el proceso. De manera concluyente,
las investigaciones dilucidan el andlisis del uso de métodos diagndsticos como la
PCR para el monitoreo de patdgenos transmitidos por alimentos, debido a que los
métodos microbioldgicos convencionales de identificacion requieren disponer de
mucho tiempo en comparacion con el andlisis molecular, ademas, la aplicacién de
este tipo de técnicas ayudara a identificar a L. monocytogenes transmitida por los
alimentos con mayor precision. Asi que, esta revision recopila las evidencias mas
relevantes de los estudios realizados con importancia epidemiolégica, su incidencia,
las rutas de contaminacion y diagndstico de L. monocytogenes en diferentes
productos céarnicos, y actualizando lo investigado sobre los efectos de la listeriosis
en la salud publica. Se evidencia que el aislamiento microbioldgico y la PCR son los
meétodos diagndsticos mas utilizados en productos carnicos para la deteccion de
este microorganismo, seguido de técnicas como PFGE y la Hibridacién de ADN,
aunque en menor proporcion. En Colombia L. monocytogenes no es de notificacién
obligatoria, el Instituto Nacional de Salud (INS) menciona que es posible que exista
un subregistro de la informacion y confirmacién del patégeno que ha originado
diversos reportes de enfermedades transmitidas por alimentos, contrario a lo que
sucede en la Union Europea, Estados Unidos y sus paises afiliados, en donde
establecen que la deteccion de L. monocytogenes en productos carnicos es de
control oficial, debido a que se asocia a Listeriosis en humanos transmitida por

alimentos.

Palabras clave: “Listeria monocytogenes”, “planta de beneficio”, “carnicos”,
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“diagndstico”, “planta de proceso”, “enfermedades transmitidas por alimentos”.
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Abstract

Listeriosis is one of the problems included in public health controls in all continents,
and the etiological agent is Listeria monocytogenes, a foodborne pathogenic
bacterium, which affects immunosuppressed people and pregnant women. This
microorganism can be found in meat and fish products, dairy products, processed
foods, eggs, fruits and vegetables. Research associated with the diagnosis of L.
monocytogenes in meat derivatives are extensive, however, these are not
representative in animal processing plants, therefore, it was investigated whether
there are related publications by establishing a search strategy for scientific literature
in the main databases and in university repositories, based on texts published in two
time intervals, the first between 1991 and 2001, and the second between 2002 and
2021, with the purpose of finding the most relevant articles and determining the
evolution of diagnostic techniques for L. monocytogenes in Colombia.

The evidence shows that deficiencies in different stages of the process in animal
processing plants are associated with fecal contamination by carcasses, during the
stages of washing animals before they enter the process, the skinning stage and the
subsequent stages of handling by operators and insufficient disinfection of carcass.
In addition, the presence of L. monocytogenes was reported in the tonsil and tongue
of pigs during slaughter. This explains a significant prevalence due to the fact that in
some countries the carcass is marketed with the head, favoring cross-contamination
from these organs to the carcass during the primary processing stages in the animal
processing plant.

The studies highlighted the importance of findings related to the identification of
persistent strains of L. monocytogenes associated with environmental and surface
contamination in animal processing plants, which can lead to repeated
contamination of meat products. On the other hand, it is evident that the presence
of resistance genes to disinfectants is a factor in the contamination of meat products
during processing.

Conclusively, the research elucidates the analysis of the use of diagnostic methods
such as PCR for monitoring foodborne pathogens, due to the fact that conventional
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microbiological methods of identification are time-consuming in comparison with
molecular analysis, and that the application of this type of technique will help identify
foodborne L. monocytogenes with greater precision. Thus, this review compiles the
most relevant evidence from studies carried out with epidemiological importance, its
incidence, routes of contamination and diagnosis of L. monocytogenes in different
meat products, and updating the research on the effects of listeriosis on public
health. It is evident that microbiological isolation and PCR are the diagnostic
methods most widely implemented in meat products for the detection of this
microorganism, followed by techniques such as PFGE and DNA hybridization,
although in smaller proportions. In Colombia, L. monocytogenes is not notifiable; the
Instituto Nacional de Salud (INS) mentions that it is possible that there is an
underreporting of information and confirmation of the pathogen that has originated
several reports of foodborne diseases, contrary to what happens in the European
Union, the United States and its affiliated countries, where they establish that the
detection of L. monocytogenes in meat products is of official control, because it is
associated with foodborne Listeriosis in humans.

Key words: "Listeria monocytogenes", "processing plant”, "meat", "diagnosis",

"processing plant", "foodborne diseases".
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1. Introduccién

La Union Europea considera a Listeria monocytogenes como agente etioldgico de
alto riesgo en la presentacion de casos de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA), sustentando la incidencia de 2 a 10 por millbn de personas
infectados con Listeria (1). Por otra parte, la regulacion sanitaria oficial en Estados
Unidos establecio a partir de 2001 las herramientas y programas para el control
oficial de L. monocytogenes como FoodNet, y en consecuencia se redujo
considerablemente el nimero de casos reportados por Listeriosis en humanos entre
el afo 1996 y 2001 de 0,5 a 0,3 por 100.000 personas por afio (2). Por otro lado, en
Estados Unidos se reportaron 2500 casos relacionados a ETA originados por L.
monocytogenes de un total de 76 millones calculados en un afio, por lo cual, este
patégeno es considerado en Estados Unidos como un agente de riesgo para la
salud publica, representando la cuarta parte de las muertes originadas por la
contaminacion de alimentos (3,4).

Investigaciones en Canada (5) asocian a otro patégeno como Clostridium difficile,
considerado como un contaminante potencial de productos cérnicos por materia
fecal bovina, en diferentes etapas de procesamiento en plantas de beneficio animal
con condiciones operativas y sanitarias deficientes. Adicionalmente, se evidencian
hallazgos relacionando a Listeria monocytogenes con la capacidad de adherirse a
diversas superficies formando biopeliculas (6,7), favoreciendo la contaminacién de
instalaciones, superficies y en cada una de las etapas de proceso de las plantas de
produccion y transformacién de carnicos.

En Colombia el Sistema de Vigilancia de Salud Publica (SIVIGILA) del (INS), en el
Boletin Epidemiolégico del afio 2018, menciona que a partir del afio 2016, superan
su historico con un incremento considerable de brotes asociados a ETA (8),
reflejando la importancia de fortalecer los seguimientos oficiales y los estudios de
investigacion como mecanismos de control y vigilancia de la salud publica.

La capacidad instalada en una planta de beneficio animal o nimero de animales
autorizados para sacrificar de acuerdo al tamafio de la infraestructura construida, se

establece con el fin de garantizar la inocuidad del producto final durante cada etapa
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del proceso, asi como también, al resultado del cumplimiento de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) y ejecucion de Procedimientos Operativos
Estandarizados de Saneamiento (POES) -pre operativos y durante la
transformacion de la materia prima hasta el producto final, considerados como la
base y los criterios de capacitacion del personal manipulador directo del producto
durante el proceso.

Los productos obtenidos en una planta de beneficio son: la canal “cuerpo de un
animal después de sacrificado, degollado, deshuellado, eviscerado quedando sélo
la estructura 6seay la carne adherida a la misma sin extremidades” (9); y productos
carnicos comestibles, considerados como “cualquier parte del animal diferente de la
carne o porciones musculares y dictaminada como inocua y apta para el consumo
humano”(9).

Los requerimientos normativos establecen que la planta de beneficio animal debe
garantizar la inocuidad de los productos, por lo tanto se procede a la desinfeccion
de la canal en la ultima etapa de proceso “acondicionamiento de la canal”’ o
establecer los POES respectivos (9—12), los cuales son determinados con base en
el Control de Patdgenos y Riesgos microbioldgicos para la salud publica (9,13).
Dicho procedimiento es realizado con el producto desinfectante que defina la planta
de beneficio y sustentado por un plan de muestreo de microorganismos.
Posteriormente, las canales son trasladadas a un area de almacenamiento y reposo,
antes de su cargue a los vehiculos transportadores, para su distribucion a los
expendios de carne.

Considerando a la canal como la materia prima de productos derivados carnicos
procesados y transformados en plantas de post-proceso, y las evidencias sustentan
que existe alto riesgo de contaminacién, es importante identificar las condiciones
actuales que garanticen el diagnéstico de Listeria monocytogenes en la canal en las
plantas de beneficio.

Por lo anterior, se propone como pregunta orientadora para desarrollar este estudio
¢,Cuales han sido los métodos de diagnostico utilizados en Colombia para evaluar
la presencia de Listeria monocytogenes en las plantas de beneficio animal hasta el

acondicionamiento de la canal?
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En cuanto a las técnicas de diagndstico en plantas de beneficio animal, Rivera et al.
(2006), plantean en su estudio un acercamiento comparativo entre el analisis
microbiolégico y el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, de
acuerdo a sus siglas en inglés) mdultiple para la evaluar la presencia de Listeria spp.
y L. monocytogenes en productos carnicos de cerdo. Los investigadores emplearon
el analisis microbiolégico para determinar la presencia de Listeria técnica utilizada
por el Centro Nacional de Enfermedades Animales en Estados Unidos (NADC, de
acuerdo a sus siglas en inglés) entidad integrada al Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA, de acuerdo a sus siglas en inglés) para el
procesamiento de productos céarnicos (2,14,15). Las muestras fueron tomadas
mediante hisopados de esponja (Nasco, Whirl-Pak, Speci-Sponge, B01324WA) en
ambientes (superficies) y canales de las cerdas, en donde la confirmacién de género
y especie fue diferenciada por medio de la técnica PCR mudltiple (16).

Por otra parte, Hellstrom et al. (2010) se basaron en el método establecido en las
directrices de la Organizacion Internacional de Estandarizacién (ISO, de acuerdo a
sus siglas en inglés) ISO 11290-1:1996 (17), empleando algunas modificaciones
para su estudio en particular a partir de muestras de superficies de canales de
porcinos. Luego de los enriquecimientos primarios y secundarios en medio Fraser,
cada muestra se inocul6 en L. monocytogenes en el medio selectivo PALCAM. El
componente molecular del andlisis se basé en la aplicacion de la técnica de PCR
multiple, con el fin de determinar y diferenciar a Listeria spp. y L. monocytogenes.
Se emplearon dos grupos de iniciadores o primers, el primer grupo de primers fue
Lis-1 (59-GCA-TCT-GCA-TTC-AAT-AAA-GA-39) y Lis-2 (59-TGT-CAC-TGC-ATC-
TCC-GTG-GT-39), amplificando el gen hlyA delimitado por una regién de 174 pb, y
un segundo grupo de primers Ul (59- CAG-CMG-CCG-CGG-TAA-TWC-39, en
donde M corresponde a A o C, y W referencia - Ao T) y LI1 (59-CTC-CAT-AAA-
GGT-GAC- CCT-39), dirigidos a una secuencia de ARNr 16S conformada por 938
pb (14,18,19). Estos primers se caracterizan por amplificar especificamente la
region del gen que codifica para la listeriolisina O (hly A), gen especifico para L.
monocytogenes (15) , asi como también la regién del gen 16S ARNr, la cual es

altamente conservada en Listeria spp. (14,19,20). Los resultados del estudio
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evidenciaron muestras positivas para Listeria spp con 19,4% vy para L.
monocytogenes con 2,5%. A partir de las muestras tomadas mediante hisopados
de las canales y de ambiente (superficies), se obtuvo el aislamiento de Listeria spp.
en 1,9% y 4,2% respectivamente. En cuanto a las muestras de porciones de carne
se evidencio un 5% de resultados positivos a L. monocytogenes.

Meloni et al. (2013), lograron la deteccion de L. monocytogenes en la superficie de
canales en plantas de beneficio animal, aplicando las directrices establecidas en la
ISO 11290-1:1996 (17). Los resultados de la investigacion, demostraron una
prevalencia alta de la presencia de L. monocytogenes en un 33% y 7% en canales
de cerdos y en contenido cecal respectivamente y obsevaron claras diferencias
entre las plantas de beneficio animal estudiadas, afirmando que las variaciones en
las prevalencias presentadas corresponde al lugar de procedencia de los animales
y las distintas practicas de higiene y manufactura por parte del personal operativo
(21).

Segun Oswaldi et al. (2021) mencionan que existen diversas investigaciones que
demuestran la presencia de L. monocytogenes en carne de cerdo cruda (22). En el
estudio emplearon las técnicas diagnosticas descritas en 1ISO 11290-1: 2017) (23),
utilizando la PCR como técnica confirmatoria para el género Listeria y las posibles
especies presentes, en donde los autores concluyeron que las amigdalas podrian
ser un foco de crecimiento para L. monocytogenes evidenciando una prevalencia
baja. Sin embargo, mencionaron que existe un riesgo alto para la contaminacién
cruzada a la canal a partir de la formacion de biopelicula en las superficies de
instalaciones y equipos en plantas de beneficio animal (22).

Aunque los reportes publicados por el INS mencionan una menor prevalencia de L.
monocytogenes presente en productos carnicos crudos y asociados a brotes de
ETA en Colombia, reportes realizados por el Laboratorio de Salud Publica de Bogota
D.C. en 2002 evidenciaron la presencia de L. monocytogenes en carnes de res y de
cerdo con una prevalencia de un 2,5% y en productos derivados carnicos 5,08%
(24-26). Asi como también, el INS (2015) menciono que debido a que la presencia

de este microorganismo no es de notificacion obligatoria en Colombia, se presenta
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un subregistro en los seguimientos epidemiolégicos de brotes por ETA asociados a
L. monocytogenes (27).

Para el desarrollo del presente estudio, se disefi0 una estrategia de busqueda en
diferentes bases de datos de literatura académica, fundamentada en una
metodologia mixta con un componente cualitativo durante la primera etapa de
obtencion de informacion y cuantitativo en una segunda etapa de inferencia
estadistica de los datos analizados. La estrategia de busqueda planteada se
delimit6 con la seleccion de textos en un primer periodo entre el afio 1991 y el afio
2001, y un segundo periodo entre el afio 2002 y el afio 2021. Entre otros criterios
de exclusion se establecié la eliminacidon de publicaciones repetidas y la seleccidn
preliminar de estudio. Con referencia a los criterios de inclusion, se utilizaron
palabras clave asociadas al tema de estudio, la elegibilidad, tipo de literatura, idioma
de los articulos y extraccion de datos de interés. Por ultimo, debido al gran nimero
de textos encontrados durante la primera etapa, se disefid una estrategia de
busqueda avanzada con un esquema de inclusion las palabras clave y palabras
similares en cuanto a significado, empleando un procedimiento con todos los
términos en su conjunto aplicado en diferentes motores de busqueda de textos

académicos.
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2. Marco de referencia

La bacteria patdgena Listeria monocytogenes, es un microorganismo muy bien
adaptado a diferentes ambientes de supervivencia tanto en el suelo como a la vida
en el citosol de las células eucariotas del huésped. Este saproéfito es omnipresente
en el medio ambiente, donde se cree que vive de material vegetal en
descomposicion (28).

L. monocytogenes es el agente etiologico de la Listerioris, infeccion bacteriana
reportada por primera vez por Nyfeldt en 1929. Posteriormente, durante la década
de 1980, se incrementd el nimero de casos de listeriosis relacionandose en gran
parte como una ETA (29,30), asociada con el consumo de carne y productos
carnicos contaminados con L. monocytogenes. La mayoria de los autores
mencionan que el 99% de la listeriosis humana tiene un origen alimentario (31), sin
embargo, en raras ocasiones L. ivanovii y L. seeligeri notificaron infecciones en
humanos (32). La listeriosis causa sintomatologia gastroentérica en seres humanos
y mortinatos o abortos espontaneos, incluye encefalitis, septicemia y meningitis.
Ademas, también se describen una variedad de infecciones focales (33). Por otra
parte, L. monocytogenes es considerado un patégeno zoondético transmitido por los
alimentos generando graves implicaciones econdémicas y de salud publica. En
animales se presenta como listeriosis clinica, la cual es caracterizada por sintomas
como aborto, encefalitis y septicemia. Este patégeno zoondtico se puede
diagnosticar utilizando tanto técnicas microbiolégicas clasicas como métodos de
base molecular (34).

L. monocytogenes es una bacteria Gram positiva en forma de bastoncillo de
aproximadamente 1-2 um de longitud (35). Listeria es micro-aerofilica, no formadora
de esporas, catalasa positiva, anaerobio facultativo y considerado como patégeno
intrinseco (36). L. monocytogenes es un microorganismo ubicuo en el medio
ambiente (37). Ademas, puede adherirse a las superficies formando biopeliculas, y
tiene la capacidad de sobrevivir y crecer a bajas temperaturas, un amplio rango de
pH, altas concentraciones de sal y baja actividad de agua (28,38). La temperatura
Optima de crecimiento de L. monocytogenes es de 30 a 37°C, pero puede sobrevivir
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entre 0 y 45°C. Asi como también, este patdogeno tiene la capacidad de multiplicarse
a la temperatura del refrigerador.

Listeria tiene movilidad giratoria a 20-25°C debido a que se caracteriza por
proyectar estructuras como los flagelos peritricos. El género Listeria cuenta con 17
especies, de acuerdo con los antigenos somaticos (O) y flagelares (H), se
identificaron 13 serotipos en L. monocytogenes (Tabla 1). Adicionalmente se han
referenciado especies nuevas en alimentos como en el agua y en quesos siendo L.
weihenstephanensis y L. fleischmannii respectivamente, asi como también el

hallazgo de L. marthii en el suelo (25,39,40).

Tabla 1. Serotipos de las especies de Listeria

Especie Serotipos

L. monocytogenes 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, “7”
L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, 64, 6b, Ina

L. welshimeri 6a, 6b

L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, Ina

Ina Indefinido. Tomado y modificado (41).

De acuerdo al documento de evaluacion de riesgo de L. monocytogenes en carnicos
procesados publicado por el INS (27), es la principal especie asociada a listerioris
en humanos, si bien la literatura menciona especies como L. ivanovii, L. seeligeri 'y
L. innocua, estas son especies consideradas como extraflas asociadas a
infecciones en el hombre (6,32,41).

Momtaz (2013) menciona una distribucién de prevalencias de este microorganismo
a partir de muestreos en 5 plantas de beneficio animal en un periodo desde 2008
hasta 2011, evidenci6 en la totalidad de los establecimientos la presencia de Listeria
spp. en muestras de materia fecal y superficies de canales de cerdos representadas
en un 26% — 91% y 33% - 84% respectivamente. Asi como también, se obtuvo un
total de 170 asilamientos de Listeria spp. distribuidos: L. monocytogenes 29%, L.

ivanovii 4%, L. innocua 21%, L. seeligeri 3% y L. grayi 10% (32).
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Por otra parte, estudios realizados por el Laboratorio de Salud Publica de la
Secretaria Distrital de Salud Bogota D.C. en muestras de carnes procesadas se
obtuvo una prevalencia de L. monocytogenes en el afio 2001 y 2002 en un 14% y
5,1% respectivamente. Posteriormente desde las actividades de vigilancia para el
afio 2011 a partir de 1703 muestras de derivados carnicos en establecimientos de
comercializacién, se analizaron en 25 Laboratorios Departamentales de Salud
Publica (LDSP) de las cuales fueron rechazadas 1,7% debido a la presencia de L.
monocytogenes, resultados concentrado principalmente en los departamentos
Bolivar 20%, Cundinamarca 16,2%, Meta 8,3%, Santander 14,3%, Sucre 4,5% y
Valle del Cauca 54,5% (27).

Cuando el humano susceptible ingiere L. monocytogenes, esta bacteria cuenta con
la capacidad de hacer una transicion a un estado fisiolégico que promueve su
supervivencia y replicacion. En consecuencia, esta transicion implica efectos
patégenos en el hospedero, intracelularmente incluye el incremento de la expresiéon
de productos génicos (Figura 1), los cuales promueven la propagacién de L.
monocytogenes de célula a célula y la replicacion bacteriana en el citosol; por lo
regular estos productos génicos se expresan a niveles bajos fuera del hospedero.
Existe un gran niumero de productos génicos identificados en L. monocytogenes que
se encuentran asociados con diferentes mecanismos de resistencia al estrés celular
(incluyendo la resistencia al estrés acido, estrés osmatico y por temperatura). El
factor sigma alternativo oB hace parte de esta regulacion, expresion génica que
dirige la ARN polimerasa con el fin de apuntar a los promotores de genes sensibles
al estrés (28).

El regulador transcripcional PrfA modula en su gran mayoria a los productos génicos
gue cooperan en la entrada, invasion bacteriana, la motilidad intracelular, el
crecimiento citosdlico y la diseminacién de célula a célula, procesos caracteristicos
de patdégenos como L. monocytogenes. (Figura 1). A partir de analisis proteGmicos
se evidencia que el regulador central de PrfA cuenta con 10 genes que se
encuentran directamente regulados por PrfA, en donde adicionalmente se

evidencian hallazgos relacionando hasta 145 genes regulados por PrfA.
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Figura 1. Listeria monocytogenes de saprofito a patdégeno intracelular, mediante la
expresion génica del activador transcricional PrfA.

L. monocytogenes sobrevive en una amplia gama de entornos, en héabitats que incluyen
suelo y agua, asi como instalaciones de procesamiento de alimentos. El activador
transcripcional PrfA, que regula la expresion de muchos productos génicos necesarios
para la virulencia bacteriana, es fundamental para el cambio entre la vida en el exterior y
la vida en el interior de los mamiferos. Tomado y modificado (28).

Adicionalmente, PrfA tiene la capacidad de regular genes que contribuyen a la
resistencia a la bilis, resistencia considerada como la propiedad de facilitar la
persistencia de L. monocytogenes en la vesicula biliar. La expresion de la sal biliar
hidrolasa, codificada por la Enzima hidrolasa en sales biliares (bsh, de acuerdo a
sus siglas en inglés) es inducida por PrfA, asi como el sistema de exclusién biliar,
los cuales hacen parte de los mecanismos de la supervivencia bacteriana en el
intestino. Los estudios reportan cepas mutantes de L. monocytogenes, las cuales
carecen del regulador transcripcional PrfA funcional, por lo tanto, estas cepas no se
replican en las células infectadas y son 100.000 veces menos virulentos que las

cepas de tipo salvaje en modelos de raton infectados (28).
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L. monocytogenes durante el procesamiento de alimentos es un microorganismo
persistente (42), tiene la capacidad de adaptarse a condiciones ambientales
adversas como altas concentraciones de sal, un pH bajo y bajas temperaturas (43—
46). Por otra parte, estudios recientes demuestran que L. monocytogenes es
resistente a diferentes sustancias desinfectantes, lo que dificulta su eliminaciéon
cuando se forman biopeliculas en superficies de equipos e instalaciones de
procesamiento (6,47). Los hallazgos de L. monocytogenes son frecuentes en la
carne de cerdo cruda, evidenciando que los principales sitios de contaminacion de
son las plantas de beneficio y la sala de desposte, o que sugiere como fuente de
contaminacion no solo las superficies de proceso, adicionalmente se considera en
gran parte el personal operativo que entra en contacto con el producto procesado
(22,48).

Experimentalmente, a partir de muestras tomadas directamente en granjas, se ha
aislado ocasionalmente L. monocytogenes a partir de las heces y la piel de cerdos
presuntamente sanos (48,49). Se consideran diversos aspectos determinantes
como las préacticas ganaderas durante la cria de los animales, las cuales implican
alimentar a los cerdos con pienso seco o ensilaje, criar cerdos en galpones o
corrales cerrados y mantener rebafios libres de patdgenos especificos pueden
explicar algunas de las variaciones estudiadas en la incidencia de L.
monocytogenes en cerdos sanos. Este patdgeno se aloja en el tracto intestinal: la
prevalencia de L. monocytogenes en muestras fecales de cerdos varia entre el 0%
y el 47%; las prevalencias mas altas se registran en Europa del Este (29,49).

De acuerdo a Li et al. (2018), mencionan como vectores mecanicos los insectos
intervienen en la transmision de una diversidad de enfermedades infecciosas,
incluyendo las ETA. Este estudio incluyé dentro de sus técnicas de analisis la tasa
de aislamiento de L. monocytogenes, la cual se obtuvo a partir de aislamientos
modificados y amplificacion por PCR del género Listeria, y posteriormente se
determinaron las especies de los aislados mediante cebadores especificos. La
investigacion evidencié una tasa de aislamiento de 20% para L. monocytogenes en
moscas, correspondiendo a un resultado mucho mayor que el informado en Estados

Unidos. Asi que, los autores concluyeron que las moscas y las cucarachas se
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presentaban abundantemente en los mercados minoristas, existiendo una gran
posibilidad en que estos insectos actian como un medio moévil para la transmision
o contaminacién de L. monocytogenes en cada una de las superficies con las que
tienen contacto (50).

Por otra parte, estudios realizados en plantas de beneficio animal evidencian la
presencia de L. monocytogenes en el 14% de las lenguas de cerdo y el 12% de las
amigdalas muestreadas. Comparativamente en estudios posteriores se detecta con
mayor frecuencia a L. monocytogenes en muestras homogeneizadas de amigdalas
de cerdo (7,1% de 252 muestras), que en raspados de amigdalas recolectados en
la granja (3% de las muestras). Asi que, se evidencio una prevalencia entre el 0%y
el 61% de L. monocytogenes en las amigdalas; valores presentados posiblemente
a diversos factores relacionados a los métodos de manejo de la finca y/o los
procedimientos de muestreo (48).

Las plantas de beneficio animal y sus areas exteriores pueden considerarse como
una fuente importante de contaminacién de la canal con L. monocytogenes. Una
planta de beneficio se puede dividir en ocho areas operativas o de proceso: corral
de desembarque y reposo de los animales, aturdimiento o insensibilizacion,
sangrado, depilado o escaldado, eviscerado, enfriamiento y colgado, desposte,
congelacion y despacho, considerando que cada una de estas areas puede
contaminarse, aun con procedimientos de limpieza y tratamiento sanitario (51,52).
En las areas de operacién después del sacrificio y el sangrado, se demostré un
incremento en cuanto a la proporcion de aislamientos de cepas persistentes durante
el proceso de sacrificio (52). Lo anterior puede explicarse por las diferencias en los
protocolos de desinfeccion que implementa cada planta de beneficio. En efecto, las
areas de corral y desembarque y de sacrificio y sangrado generalmente se
encuentran préximas, y cuentan procedimientos similares de limpieza y
saneamiento.

Elzen (53) evidencido que la prevalencia de L. monocytogenes en muestras de
ambiente en las areas de corte y enfriamiento son hasta de un 71% a 100%. Por
otra parte, investigadores identifican niveles de contaminacion de la carne en la

industria de procesamiento o post-proceso de productos carnicos, en donde
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adicionalmente indican que la refrigeracion y el corte, significativamente aumentan
la contaminacion de la carne de cerdo. Estos hallazgos sugieren que el
procesamiento posterior al sacrificio es una causa significativa de contaminacion de
la carne y que esta contaminacion se amplifica en el ambiente de la sala de
enfriamiento y despiece o desposte.

Se ha evidenciado que algunas cepas de L. monocytogenes pueden permanecer
en instalaciones, equipos y &areas de proceso, a partir de cepas persistentes
responsables de contaminaciones alimentarias repetidas (51,52,54). La persistencia
de Listeria en plantas de beneficio animal es posible a partir de cepas especificas
de L. monocytogenes, que pueden estar caracterizadas con la resistencia a los
desinfectantes industriales

Estudios recientes revelaron la resistencia a los compuestos de amonio cuaternario
(QAC, de acuerdo a sus siglas en inglés) en algunas cepas de L. monocytogenes
aisladas de diferentes plantas de procesamiento de alimentos. La resistencia
evidenciada puede haber sido causada por la presencia de concentraciones
subletales de los desinfectantes debido al efecto de dilucién que ocurre durante los
procedimientos de saneamiento industrial de las instalaciones y equipos de la planta
de procesamiento. El cloruro de benzalconio (BAC, de acuerdo a sus siglas en
inglés) es un tipo de Amonio Cuaternario, extensamente utilizado en plantas de
beneficio animal como desinfectante de amplio espectro de superficies duras. Las
cepas persistentes de L. monocytogenes expresan genes de adaptacion y
resistencia a BAC, como el casete de resistencia bcrABC y el gen transportador
emrE de multiples farmacos (52).

Los genes de resistencia a BAC se han reportado en cepas de L. monocytogenes
en las superficies de las instalaciones de procesamiento de alimentos, presentando
diferentes prevalencias en varias regiones del mundo. Sin embargo, pocos estudios
han evidenciado una asociacion entre la persistencia de cepas de L.
monocytogenes y la presencia de genes resistentes a BAC. De igual manera, se
demostré que la proporcion de cepas de L. monocytogenes con genes resistentes
a BAC fue significativamente mayor en las cepas persistentes que en las no

persistentes, o que sugiere que la resistencia a BAC puede ser un importante
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contribuyente a la persistencia de cepas L. monocytogenes en las plantas de
beneficio estudiadas (55).

La resistencia o tolerancia a QAC es posible que se exprese en presencia de
concentraciones por debajo de la dosificacidn recomendada del desinfectante en
superficies humedas ubicadas, generando efectos de dilucion. Asimismo, la
infraestructura y superficies de los de las areas de depilacibn o escaldado,
evisceracion, corte o desposte, podrian favorecer las condiciones 6ptimas para el
establecimiento de este patégeno en espacios o superficies de refugio, en los
equipos e instalaciones de procesamiento de alimentos. Mediante estudios de
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, de acuerdo a sus siglas en inglés)
a partir de cepas de Listeria recolectadas tanto de carne cruda como de las
superficies de equipos de trabajo en las plantas de beneficio, se ha demostrado que
durante las diferentes etapas de procesamiento de productos carnicos la carne
cruda puede contaminar las instalaciones de plantas de procesamiento de la carne.
Asi como también, los equipos contaminados pueden, a su vez, contaminar los
productos carnicos (48).

La persistencia de cepas de L. monocytogenes en eventos de contaminacion de
alimentos, deriva diversos estudios en cuanto a la relacion de detectar este
patégeno en cepas de listeriosis humana y de alimentos. Cherifi (2020) argumenta
una asociacion significativa entre las cepas aisladas en humanos y alimentos
(Figura 2), indicando una alta presencia de estos perfiles persistentes en un estudio
realizado en la ciudad de Quebec, lo que en consecuencia lleva a una
contaminacion repetida de los alimentos y, considerando lo mas relevante en este
analisis, sugiere que mediante la técnica de pulsotipos, estas cepas han estado
presentes en alimentos y/o entornos de procesamiento de alimentos durante la

ultima década.
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Figura 2. Proporcion de pulsotipos persistentes de Listeria monocytogenes

Persistencia de L. monocytogenes en aislados de alimentos y casos de listeriosis humana
de 2000 a 2016 en Quebec (Canadd). Fuente: Tomado y modificado (52).
(LSPQ). ** P <0.01

Ademas, se evidencid que una cepa persistente de L. monocytogenes, fue aislada
durante un periodo de 12 afios en una instalacion de procesamiento de alimentos,
asociando estos resultados con brotes repetidos de listeriosis en la poblacion (52).
Otras investigaciones sustentan de L. monocytogenes, que aunque este patdégeno
no forme esporas, tiene la capacidad de establecerse firmemente en entornos de
procesamiento de alimentos y puede persistir durante largos periodos de tiempo,
incluso afnos (28).

Por otro lado, los estudios realizados evidencian el peligro del potencial multifacético
de L. monocytogenes no solo en las carnes rojas, si nho como también en los

productos de aves de corral (56). Es posible que esto se deba, en primer lugar, a
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algunos alimentos asados y fritos a base de carne de ave que pueden conducir a la
supervivencia de L. monocytogenes en los productos finales y, en segundo lugar, a
la presencia de aislados de multirresistencia que transfieren la resistencia a los
antibiéticos a la comunidad consumidora (40).

Puesto que se evidencia diversidad de cepas de L. monocytogenes, las evidencias
sugieren realizar la subtipificacion de los aislamientos para determinar la genética
de dichas poblaciones. Asi que, la tipificacidon de L. monocytogenes es necesaria
para identificar las fuentes de contaminacién y enfocar las investigaciones a los
brotes de listeriosis transmitida por los alimentos. La serotipificacion es un método
fenotipico que se emplea generalmente para identificar cepas de L. monocytogenes
relacionadas con brotes de enfermedades. Se ha identificado la participacion de tres
serotipos asociados a brotes de listeriosis, sin embargo, la serotipificacion no cuenta
con alta especificidad para distinguir los serotipos 4a, 4b y 4c; asimismo la
serotipificacion no tiene suficiente capacidad para la subtipificacion de L.
monocytogenes (40). Por esta razén, actualmente se emplean técnicas con
resultados de mayor exactitud; se realizan procedimientos como la subtipificacion
basada en PCR, como la amplificacion aleatoria de la reaccion en cadena de la
polimerasa de ADN polimorfica (RAPD-PCR, de acuerdo a sus siglas en inglés), la
PCR repetitiva de palindromos extragénicos (REP-PCR, de acuerdo a sus siglas en
inglés), la PCR consensuada intergénica repetitiva de enterobacterias (ERIC-PCR,
de acuerdo a sus siglas en inglés) y PFGE.

Jamshidi et al. (2019), mencionan que la especificidad de RAPD amplificé alguna
region aleatoria en L. monocytogenes dentro de los genomas que generan patrones
distintos. RAPD cuenta con caracteristicas importantes dentro de la valoracion y
seleccion de técnicas fiables para este tipo de diagnéstico, siendo un tipo de ensayo
mas rentable y rapido que otros métodos, en particular para un namero reducido de
cepas. RAPD-PCR es una de las técnicas empleadas para la caracterizacion de
cepas bacterianas. Por otra parte, ERIC-PCR (PCR de consenso intergénico
repetitivo para enterobacterias) es un método muy especifico y economico que

puede reproducir una sefializacién aguda en Listeria, por lo tanto, el método ERIC-
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PCR puede diferenciar los aislados de L. monocytogenes que se detectaron en una
muestra con un serotipo similar.

El método de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), técnica
de genotipado de aislamientos de L. monocytogenes, realizando aislados mediante
la interaccion de dos enzimas de restriccion, EcoRI, Msel o Tagl. AFLP cuenta con
una caracteristica importante de diagnostico, como lo es una alta especificidad. Sin
embargo, este método no cuenta con la precision necesaria en cuanto a el tamafio
de los fragmentos, lo que representa una menor reproducibilidad (57). Asi que,
PFGE es una técnica en la que expone un gran fragmento de ADN a un campo
eléctrico cambiante, asi que de esta manera se subtipificaron los aislados. Este
método permitié una mayor discriminacion que la AFLP, no obstante, esta técnica
emplea mas tiempo, mas costos y requiere mayor mano de obra en comparacién
con la AFLP (40).

Los serotipos aislados de L. monocytogenes mas predominantes a partir de los
estudios realizados en canales de aves en Irdn, son los serotipos 1/2b y 3b
representan el 52,77%, y el serogrupo IVa se evidencio en un 27,77% de las canales
de aves con los serotipos 4a y 4c. Por otro lado, en Estados Unidos el serotipo mas
comun en productos avicolas fue el mismo. No obstante, otro estudio evidencia que
el serotipo 4b es el mas comun en productos avicolas detectado en el 44,9% de las
muestras, mientras que la prevalencia del serotipo 1/2b fue del 10,2%. El 2,77%
representa la prevalencia del serogrupo IVb y del 12,5% en canales de aves y en
alimentos listos para el consumo respectivamente. Los serovares 1/2a, 1/2by 4b de
L. monocytogenes se identificaron como el origen de la listeriosis humana (40,58).
Sin embargo, el serotipo 4b se ha identificado cominmente en alimentos. Por lo
anterior, las investigaciones evidencian que la carne de aves de corral es un medio

potencial de los serotipos patdégenos de L. monocytogenes.

Las investigaciones y seguimiento a brotes en Colombia por se han asociado
principalmente a la contaminacién cruzada con L. monocytogenes en plantas de
derivados céarnicos correspondié a una prevalencia de 13,8% en canales, derivados

de cerdo y cortes de carne (59), asi como, una prevalencia del 11,46% en plantas
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de procesamiento de carne de cerdo (60). Por otro lado, se resalta que se presento
una prevalencia de 3,7% en plantas de beneficio animal resultados obtenidos en el
afo 2012 (27,59).

De acuerdo al boletin epidemiologico semanal de SIVIGILA - INS para la semana
02 de 2022 se reportd a L. monocytogenes como agente etiologico de eventos por
ETA identificando 603 brotes originados en el dltimo trimestre de 2021 y a partir de
402 muestras recolectadas se logro identificar el agente etoldgico en un 25,7% del
total de muestras procesadas (61).

En lo que respecta a productos carnicos se evidencié que en Colombia existen
estudios y seguimientos a la presencia de L. monocytogenes fundamentalmente en
carnes procesadas o carnes frias, orientados por una base normativa preliminar
como el Decreto 2162 de 1983, y posteriormente mas especificos en los controles
de este microorganismo patdgeno como la Norma Técnica Colombiana (NTC) 1325
y NTC 4666. Sin embargo, en plantas de beneficio animal las regulaciones oficiales
se encuentran establecidas por el Decreto 1500 de 2007, Resolucion 240 de 2013,
Resolucidon 241 de 2013, Resolucion 242 de 2013 y el Decreto 1975 de 2019, las
cuales trazaron la guia para alcanzar la autorizacion sanitaria de funcionamiento de
estos establecimientos en las cuales no se contemplan criterios microbiolégicos
para L. monocytogenes. Esta transformacion, logré consolidar como eje principal
las BPM durante los procesos de beneficio animal, sin embargo, aunque existen
otros mecanismos de control para la gestion de calidad de procesamiento de
alimentos como lo es el sistema de inocuidad alimentaria ACCP, de acuerdo al
Decreto 2270 de 2012 en el Articulo 26, se establece que Unicamente los
establecimientos con fines de exportacion de productos carnicos deben cumplir con
estos estandares de caracter obligatorio, por lo anterior, se considera importante
orientar estos seguimientos a proponer estudios preliminares, que permitan
determinar si es pertinente establecer unas lineas base que definan los
requerimientos de exigencia enfocados a la identificacion de L. monocytogenes

especificamente en las plantas de beneficio animal.
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De manera concluyente los estudios recopilados comparten hallazgos asociados a
una amplia diversidad de aislados de L. monocytogenes en plantas de beneficio
animal, es decir, esto es un indicativo de este patdégeno de su capacidad para
sobrevivir y crecer en diferentes condiciones ambientales. Asi como también, la alta
prevalencia de cepas persistentes. Se deben considerar las evidencias de la
presencia de estas cepas fundamentalmente en el area de operacion de desposte
y deshuesado. La contaminacion de la carne por cepas persistentes en areas
operativas es posible que se traslade a las instalaciones de procesamiento de
carnicos mediante la red hidraulica, ductos de aguas de proceso, planteando un
riesgo para la salud humana. Asi como también, es importante fortalecer el
seguimiento del origen y la investigacion epidemioldgica para la vigilancia, control y
la prevencién de la listeriosis.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Realizar una revision sistémica de los métodos de diagnostico de Listeria
monocytogenes de productos carnicos en canal procesados en plantas de beneficio,

hasta el acondicionamiento de la canal.

3.2 Objetivos Especificos

» Recopilar mediante el analisis sistematico de articulos, la informacién que
evidencie las técnicas de diagndstico empleadas para determinar la presencia
de L. monocytogenes en productos carnicos procesados en plantas de beneficio
animal.

= |dentificar en que plantas de beneficio animal se realiza algun tipo de diagndstico
para determinar la presencia de L. monocytogenes.

» Establecer la importancia de implementar métodos de diagnéstico para los
productos carnicos en canal procesados en las plantas de beneficio animal con

el fin de garantizar la inocuidad del producto final.
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4. Disefio metodologico

El tipo de investigacion se fundamenté en un disefio metodolégico mixto
estructurado por dos etapas busqueda, un componente cualitativo durante la
primera etapa de obtencion de informacion y el componente cuantitativo en una
segunda etapa asociada a la inferencia estadistica de los datos analizados. El
esquema de busqueda se realiz6 basandose en una secuencia de procedimientos
en los cuales se llevé a cabo la extraccion de datos asociados al diagnostico de L.
monocytogenes en productos céarnicos, mediante una revision sistematica de
literatura publicada entre 1991 y 2021. Se desarroll6 una busqueda en diferentes
bases de datos como Scopus, Science Direct, Google Académico, SciELO,
PubMed, PLOS ONE, Repositorios de universidades (Universidad de Ciencias
Aplicadas y Ambientales (UDCA), y Pontificia Universidad Javeriana), mediante la
seleccion de la literatura con informacion relacionada a la tematica de estudio.

Se emplearon los conectores boleanos “AND”, “OR” y “NOT” en la etapa preliminar
de busqueda, asi como también, en la etapa de busqueda avanzada conectando
las palabras clave propuestas con términos de similitud en su significado, aplicadas
en conjunto para los dos periodos de tiempo, de acuerdo a los criterios de inclusién
y criterios de exclusion establecidos. A partir de estos resultados, se revisaron
inicialmente las referencias de los articulos seleccionados, con el propésito de
identificar publicaciones sobresalientes y especificas en cuanto al objeto de
basqueda, y continuar con un analisis mas detallado de las publicaciones

seleccionadas en la busqueda preliminar y busqueda avanzada.

Criterios de exclusion

Publicaciones repetidas.

Se descartaron las publicaciones similares de acuerdo con su titulo o contaban con
la misma informacion en cuanto a la poblacion de estudio.

Seleccion de estudio.

De manera preliminar se realiz6 una seleccion de articulos acorde a su titulo y

resumen. Posteriormente, se realiza la recuperacion de los textos completos con el
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fin de verificar y seleccionar nuevamente de acuerdo a los siguientes aspectos:
Excluir las publicaciones previas al afio 1991, publicaciones que no asocian al
diagndstico de L. monocytogenes con productos cérnicos, publicaciones que no se
relacionan con ETA, publicaciones que no incluyen métodos diagndsticos de L.
monocytogenes y publicaciones que no consideran las plantas de beneficio animal
o plantas de post-proceso de productos carnicos como objeto de estudio.

Afio de estudio.

La busqueda de literatura se delimité en dos periodos de tiempo: el primero, entre
el aflo 1991 y 2001 y el segundo entre 2002 y 2021, Estas fechas se determinaron
con el fin de analizar la evolucion que han presentado las técnicas de diagndstico
de L. monocytogenes en plantas de procesamiento de productos Ccarnicos.
Segundo, con el propdsito observar la importancia que se le ha atribuido a este

campo de estudio, y lograr encontrar los articulos y estudios mas relevantes.

Criterios de inclusion.

Palabras clave.

Listeria monocytogenes, planta de beneficio, céarnicos, diagnéstico, planta de
proceso, enfermedades transmitidas por alimentos.

Elegibilidad.

Inicialmente con el fin de obtener un panorama amplio de la tematica, la busqueda
se realiz6 de manera general abordando diferentes tipos de literatura y afios de
publicacién no incluidos en los periodos de tiempo establecidos.

Tipo de literatura e Idioma.

Se incluyeron articulos de investigacion, articulos de revision, tesis o trabajos de
grado, correspondiendo a publicaciones en inglés, portugués y espariol.
Extraccion de datos de interés.

Como informacion relevante para este estudio se extrajeron datos relacionados con
datos bioldgicos, moleculares, epidemiolégicos y de control normativo de L.
monocytogenes, ubicacién de la investigacion, afio de estudio, datos y resultados
estadisticos, identificacion y similitud de palabras clave del resumen, materiales y

metodologia de estudio, poblacion de estudio, discusion y analisis de resultados.
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5. Resultados y Discusién

A partir de los criterios de busqueda establecidos dentro de un periodo de tiempo
comprendido desde el afio 1991 hasta el afio 2021, y en referencia a los intervalos
propuestos de acuerdo con el afio de publicacion de los articulos, entre el periodo
1991 y 2001 (Figura 3) y el periodo 2002 y 2021 (Figura 4), se logra identificar un
total de 33 articulos elegibles para el analisis sistematico siendo 18,1% (6 textos) y
81,8% (27 textos) respectivamente, de la busqueda establecida en plantas de

beneficio animal.

Criterio de Exclusion Ano

o Pub Med (2309)
é = Scopus (5251)

s Science Direct (8915)
§ S Scielo (23)
2z Plos One (0)

o

Google Académico (52840)
TOTAL 69338

1
Criterio de Inclusion Titulo
(Datoz de Interés)

58 Pub Med (965)

] scopus (1259)

~I Science Direct (1389)

= E Scielo (9)

=< Plos One (0)

Google Academico (6154)
TOTAL 9776
| - Duplicados

E | - n {0}

T Articulos elegibles
% E g sScopus (4]
= § E Science Direct (3)
é T Scielo (7)

E i Google Academico (20)
¥ Ofra (2)

Articules incluidos en la revision
sistematica
n (6)

SELECCION E
INCLUISON

Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de identificacion y seleccion de textos incluidos
en la revision sistémica periodo entre 1991 y 2001.
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Figura 4. Diagrama de flujo del proceso de identificacion y seleccidon de textos incluidos
en la revision sistémica periodo entre 2002 y 2021.

La estrategia implementada de manera preliminar cuenta con un nimero importante
de articulos encontrados, la cual se basa en la busqueda empleando el filtro inicial
de cada una de las bases de datos. Por consiguiente, se organiza y tabula la
informacion obtenida en tablas del programa Microsoft Excel que permitan realizar
un seguimiento del proceso de seleccion de acuerdo con los criterios de inclusion y

criterios de exclusidon propuestos para cada una de las etapas de busqueda y




determinar la efectividad de la estrategia de identificacion de los articulos
relacionados al objeto de estudio.

De esta manera, se logra recopilar cada una de las etapas de recoleccion de
informacion, se realiza una correlacion simple entre las palabras clave
seleccionadas y del criterio de exclusion, Ao de publicacion de los textos, se
obtiene para el primer lapso de tiempo 69.338 articulos desde el afio 1991 hasta el
afo 2001 (Tabla 2) y en el segundo lapso de tiempo 398.999 articulos desde el afio
2002 hasta el aflo 2021 (Tabla 3), y de acuerdo con el diagrama de flujo de proceso
de identificacion de literatura (Figuras 3 y 4), esta descripcion corresponde a las

etapas de identificacion de articulos y tamizaje.

Tabla 2. Busqueda por correlacion preliminar entre palabras clave y periodo de
publicacién 1991 — 2001.

Palabras clave I\Ijll:akc)j Scopus S;;re:CCte Scielo Plos One A(S:l?j(()é?r:?co
‘Listeria 1670 4524 5974 19 0 37400
monocytogenes”

"Listeria
monocytogenes" AND 3 22 1041 0 0 690
"Slaughterhouse"
"Listeria
monocytogenes" AND 176 449 1349 2 0 7110
"meat"
"Listeria
monocytogenes" AND 431 156 1110 2 0 5420
"diagnosis”
"Listeria
monocytogenes" AND 11 84 232 0 0 1050
"processing plant"
"Listeria
monocytogenes" AND 18 16 146 0 0 1170
"foodborne illness”

SUBTOTAL 2309 5251 8915 23 0 52840

TOTAL 69338
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Posteriormente, se desarrolld una estrategia similar con una busqueda de

correlacion entre las palabras clave, aplicando en funcion de cada base de datos la

revision de titulos y resumenes de los textos seleccionados. Este procedimiento
arroja 9.776 articulos publicados entre los afios 1991 y 2001 (Tabla 4), y 34.254

articulos para el intervalo entre 2002 y 2021 (Tabla 5).

Tabla 3. Busqueda por correlacion preliminar entre palabras clave y periodo de

publicacién 2002 — 2021.

Palabras clave Pub Scopus Science Scielo Plos Google
Med Direct One Académico
Listeria . 4153 20620 31821 270 2931 219000
monocytogenes
"Listeria
monocytogenes" AND 32 146 629 4 35 6790
"Slaughterhouse”
"Listeria
monocytogenes" AND 1055 2584 8923 33 261 37600
"meat"
"Listeria
monocytogenes" AND 1803 615 5369 14 453 22300
"diagnosis”
"Listeria
monocytogenes" AND 72 545 1841 5 64 9640
"processing plant"
"Listeria
monocytogenes" AND 134 389 2445 0 123 16300
"foodborne illness"
SUBTOTAL 7249 24899 51028 326 3867 311630
TOTAL 398999
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Tabla 4. Busqueda preliminar mediante la revision de titulos y resumenes durante el

periodo 1991 — 2001.

Palabras clave Pub Scopus Sqene Scielo Plos Googlg
Med Direct One Académico

Listeria . 895 694 1218 8 0 5980
monocytogenes

"Listeria

monocytogenes" AND 3 19 3 0 0 5
"Slaughterhouse"
"Listeria

monocytogenes" AND 47 347 121 1 0 154
"meat”
"Listeria

monocytogenes" AND 12 117 21 0 0 9
"diagnosis”
"Listeria

monocytogenes" AND 5 68 22 0 0 6
"processing plant"
"Listeria
monocytogenes" AND 3 14 4 0 0 0
"foodborne illness”

SUBTOTAL 965 1259 1389 9 0 6154
TOTAL 9776

Tabla 5. Busqueda preliminar mediante la revision de titulos y resimenes durante el

periodo 2002 — 2021.

Palabras clave I\F;ILGJ:Z Scopus SDCiIrZr;? Scielo Plos One A;ZZ?T:?CO
"Listeria
monocytogenes" 2507 3873 5620 132 181 16000
"Listeria
monocytogenes" AND 127 24
"Slaughterhouse” 32 3 2 12
"Listeria
monocytogenes" AND 2228 732
"meat" 137 4 31 597
"Listeria
monocytogenes" AND 585 105
"diagnosis” 38 1 7 12
Listeria monocytogenes
AND "processing plant” 22 480 129 1 64 41




"Listeria

monocytogenes" AND 343 80
"foodborne illness" 37 3 52 12
SUBTOTAL 2773 7636 6690 144 337 16674
TOTAL 34254

En el siguiente paso se realiza una busqueda avanzada (Tabla 6), debido a que, los
resultados preliminares cuentan con una cantidad representativa en numero de

textos por cada una de las bases de datos seleccionadas. Esta estrategia
comprende la inclusion de las palabras clave en su conjunto y a su vez, palabras
con similitud en cuanto a significado que las relacione, logrando un procedimiento
que permite una busqueda avanzada en diferentes motores de busqueda de

literatura académica.
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Tabla 6. Estrategia de busqueda avanzada empleando similitud de términos a partir de las
palabras clave.

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA SISTEMATICA EN BASES DE DATOS

PASO 1 Ideade Estudio Diagnéstico de Listeria monocytogenes en productos carnicos en canal en plantas de beneficio animal
Poblacién Productos carnicos en canal
Intervencioén Diagnostico
PASO 2 Problemade Estudio
Control Listeria monocytogenes
Resultado La evolucién de los métodos de diagnostico de Listeria monocytogenes en canales

¢Cémo han evolucionado en Colombia los métodos de diagndstico para evaluar la presencia de Listeria

PASO 3 Pregunta Problema 5 e .
monocytogenes en la canal, seguidamente de su acondicionamiento?

Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes

Slaughterhouse abattoir
Similitud de Términos meat meat products meat proteins
PASO 4 en Bases de datos
MESH - Pub Med diagnosis diagnostic technique postmortem diagnosis
processing plant manufacturing plant
foodborne illness foodborne disease

Listeria monocytogenes (Listeria monocytogenes)

Slaughterhouse (Slaughterhouse OR abattoir)

Planteamiento de

busqueda avanzada meat (meat OR meat products)

PASO 5 por términos de

similitud en significado diagnosis (diagnosis OR diagnostic technique)

alas palabras clave
processing plant (processing plant OR manufacturing plant)
foodborne iliness (foodborne illness OR foodborne disease)

Busqueda Avanzada (Listeria monocytogenes ) AND (Slaughterhouse OR abattoir) AND (meat OR meat products) AND (diagnosis OR
Pub Med diagnostic technique) AND (processing plant OR manufacturing plant) AND (foodborne illness OR foodborne disease)

B da A d
tsqueda Avanzada ((Listeria monocytogenes)) AND ( (Slaughterhouse OR abattoir))

SciELO
PASO 6
Busqueda Avanzada "Listeria monocytogenes " +"Slaughterhouse" OR"abattoir" +"meat” OR"meat products" +"diagnosis" OR"diagnostic
Google Académico technique" +"processing plant® OR"manufacturing plant” +"foodborne illness" OR"foodborne disease"
Blsqueda Avanzada “Listeri t " AND "SI, hterh " AND t AND di tic techni
PLOS ONE isteria monocytogenes aughterhouse'’ meat iagnostic technique
Seleccién de Articulos
segln la Pregunta
PASO 7 9 9 Articulos cientificos, Articulos de revision, Tesis de Posgrado.

Problema o Criterios de
Inclusiéon y Exclusion
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Por consiguiente, se obtiene a partir de esta estrategia de busqueda avanzada 34

articulos publicados en las bases de datos seleccionadas y 2 articulos adicionales

en otros motores de busqueda de literatura académica en el periodo entre 1991 y
2001 (Tabla 7); y durante el periodo entre 2002 y 2021 (Tabla 8) se seleccionan 415

articulos en las bases de datos seleccionadas y 6 articulos en otros motores de

busqueda de literatura académica.

Tabla 7. Busqueda mediante estrategia de busqueda avanzada durante el periodo 1991 —

2001.

Palabras clave

Pub
Med

Scopus

Science Sciel

Direct

(0]

Plos
One

Google
Académico

Otra

(Listeria
monocytogenes) AND
(Slaughterhouse OR
abattoir) AND (meat
OR meat products)
AND (diagnosis OR
diagnostic technique)
AND (processing plant
OR manufacturing
plant) AND (foodborne
illness OR foodborne
disease)

20
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Tabla 8. Busqueda mediante estrategia de busqueda avanzada durante el periodo 2002 —
2021.

Pub  Scopus Science Sciel Plos Google

Palabr lav i Iyl
alabras clave Med Direct 0 One  Académico

Otra

(Listeria
monocytogenes) AND
(Slaughterhouse OR
abattoir) AND (meat
OR meat products)
AND (diagnosis OR
diagnostic technique)
AND (processing plant
OR manufacturing
plant) AND (foodborne
illness OR foodborne
disease)

10 35 107 27 229 6

En funcidn a estos resultados, los textos son analizados mediante el software de
gestion bibliografica Mendeley y se verifica si hay duplicidad, obteniendo un total de
0 articulos duplicados en el periodo de tiempo entre 1991 a 2001, mientras que,
para el segundo periodo desde el 2002 hasta el 2021 se encontraron 7 articulos.
Por dltimo, a partir de los textos obtenidos con los criterios de busqueda
establecidos, se hace la lectura y andlisis detallado del texto completo de cada uno
de los articulos seleccionados de acuerdo con la pregunta orientadora y objeto del
estudio, logrando como resultado 6 articulos correspondientes al periodo entre 1991
y 2001 (Tabla 9), mientras que para el segundo periodo de tiempo entre 2002 y 2021
son seleccionados 27 articulos (Tabla 10). Esto indica, que el tema es de interés en
el tiempo, en particular por la evolucién en el conocimiento y aplicaciéon de nuevas
técnicas de diagnostico para L. monocytogenes.

Asi que, se cuenta con un total de 33 textos de estudio que cumplen con los criterios
de exclusién, criterios de inclusion y la estrategia de busqueda avanzada
establecidos especificamente en plantas de beneficio animal, en donde de manera
categorica los articulos seleccionados se encuentran distribuidos en las siguientes
bases de datos o motores de busqueda Pub Med (5), Scopus (3), Science Direct
(6), SciELO (8), PLOS ONE (0), Google Académico (6) y en otras (5).
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Tabla 9. Articulos seleccionados mediante la estrategia de blusqueda avanzada durante el

periodo 1991 — 2001.

Pub

Palabr |
alabras clave Med

Scopus

Science Sciel

Direct

(0]

Plos
One

Google
Académico

Otra

(Listeria
monocytogenes) AND
(Slaughterhouse OR
abattoir) AND (meat
OR meat products)
AND (diagnosis OR
diagnostic technique)
AND (processing plant
OR manufacturing
plant) AND (foodborne
illness OR foodborne
disease)

Tabla 10. Articulos seleccionados mediante la estrategia de blisqueda avanzada durante

el periodo 2002 — 2021.

Pub

Palabras clave
Med

Scopus

Science Sciel

Direct

(0]

Plos
One

Google
Académico

Otra

(Listeria
monocytogenes) AND
(Slaughterhouse OR
abattoir) AND (meat
OR meat products)
AND (diagnosis OR
diagnostic technique)
AND (processing plant
OR manufacturing
plant) AND (foodborne
illness OR foodborne
disease)

A partir de los articulos seleccionados, se observa que las publicaciones durante el

periodo entre el afio 1991 y 2021 (Figura 5) son investigaciones relacionadas con

técnicas diagnosticas de L. monocytogenes en donde, las muestras se tomaron
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directamente en la canal dentro de la planta de beneficio animal, se referenciaron 6
estudios realizados en Europa y Asia, de los cuales finalizando el periodo analizado
se incrementd el nimero de textos publicados.

Por otra parte, las investigaciones publicadas durante el periodo entre el afio 2002
y el afio 2021 (Figura 6) evidenciaron un incremento tanto en nimero de textos, asi
como también se amplid el espectro en cuanto a su distribucion geografica de
publicaciones, ya que, la gran mayoria de los continentes contaron con minimo una
publicacién relacionada al objeto de este estudio. En este periodo, América del Sur
tuvo un mayor acercamiento a investigaciones dentro de este contexto, encontrando
para Colombia, Peru y Venezuela un documento respectivamente, mientras que la

cantidad de articulos de Brasil fueron 7 publicaciones.

2

Numero de Articulos
=
[

Bélgica Dinamarca Finlandia Korea Nueva Zelanda

Figura 5. Distribucion mundial de publicaciones periodo 1991 — 2001.

Es relevante que Brasil cuente con este tipo de estudios, considerando que es un
pais referente en la producciéon y exportacion mundial de productos carnicos, USDA
reporta que en el aflo 2021 Brasil exporté 1.024 millones de toneladas de carne de
cerdo (62) y 4.05 millones de toneladas de carne de ave (63), asi como también,
informa que para junio de 2021 Brasil exportd entre 1.6 a 1.7 millones de toneladas

de carne bovina en canal de acuerdo al informe anual de la Asociacion Brasilera de
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Exportadores de Carnes (ABIEC, de acuerdo a sus siglas en portugués) (64).

Por otra parte, las entidades sanitarias y el gobierno Colombiano han proyectado
estrategias enfocadas en mantener el estatus sanitario del pais y alcanzar mercados
internacionales para la exportacion de productos carnicos, de manera que para el
afo 2021 Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, de acuerdo a sus siglas en inglés) (65) reporté la exportacion de 31666
toneladas de carne de bovino en Colombia, simultdneamente el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) inform6 que el pais para el primer bimestre de
2021, contaba con alianzas gubernamentales y logré exportaciones a Hong Kong,

Vietnam, Libia, Libano, Jordania, Egipto, Arabia Saudita entre otros (66).

3 l

Numero de Articulos
=9
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Figura 6. Distribucion mundial de publicaciones periodo 2002 — 2021.

Para el afio de 2020 el Ministerio de Agricultura (67) informé exportaciones de carne
de cerdo de 20.88 toneladas a Angola, y el Fondo Nacional de Porcicultura
(PorkColombia) (68) anuncié alianzas con Hong Kong y Costa de Marfil para la
exportacion de 100 toneladas adicionales, cantidades mucho menores que las
mencionadas anteriormente para la carne de bovino.

El Departamento Nacional de Planeacion (DNP) en Colombia, la Comisién de
Medidas Sanitarias y Fitosanitarias, el ICA, el Instituto nacional de Vigilancia de

Medicamentos y Alimentos (INVIMA), el INS, Ministerio de Agricultura y Ministerio
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de Comercio actualmente coordinan la aprobacion de acciones adicionales
prioritarias, para el cumplimiento de los requisitos de inocuidad incluidos en el Plan
de Admisibilidad Sanitaria (PAS) con el objetivo de tener acceso a mercados
internacionales exportando carne de pollo inicialmente a Estados Unidos (69). Se
puede decir, entonces, que Colombia no cuenta actualmente con Admisibilidad
Sanitaria en la Unién Europea y Norte América para la exportacion de productos
carnicos, debido a los requerimientos establecidos en cuanto a los estandares
sanitarios y de inocuidad regulados por la autoridad sanitaria de cada pais.

Es fundamental entender la importancia de establecer un marco normativo como
herramienta fundamental para garantizar la inocuidad y calidad de los productos
carnicos, no solo en el contexto de control interno sanitario de la cadena productiva
de alimentos en un pais, si no como también, comprenden la base de las directrices
y requerimientos de mayor trascendencia para alcanzar la admisibilidad sanitaria
para la exportacidon a otros paises.

El Codex Alimentarius se compone por normas internacionales, las cuales son
estandar y directrices para todos los paises con la finalidad de garantizar la
inocuidad de los alimentos y equidad en el comercio internacional de los mismos, y
contiene las medidas sobre higiene de los alimentos, residuos de plaguicidas y
medicamentos veterinarios, contaminantes, muestreo y técnicas de analisis, y
certificacion de exportaciones e importaciones (70).

De acuerdo a las Directrices sobre la aplicacion de principios generales de higiene
de los alimentos para el control de L. monocytogenes del Codex Alimentarius
(CAC/GL 61 - 2007) (71), que “La presencia de L. monocytogenes en el producto
terminado también puede indicar la falta de control de L. monocytogenes en el
ambiente de procesamiento” (Anexo Ill — b), por lo anterior este microorganismo
estd contemplado como un agente importante para su control en el producto final
posteriormente a las actividades de procesamiento de productos carnicos. Esta
directriz refiere la responsabilidad a cada uno de los gobiernos y sus entidades
sanitarias, estableciendo las especificaciones y reglamentos los cuales deben estar
sujetos a estudios de validacion que evidencien que durante la vida util del alimento

L. monocytogenes no crecera, de lo contrario si no es posible esta informacion “el
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alimento deberia ser tratado como aquél en el que si puede crecer L.
monocytogenes” (Anexo Il — 3-3.1) (71).

A partir de estos fundamentos contemplados en la normativa internacional,
buscamos profundizar en este contexto con la siguiente pregunta, ¢cual es la
postura de otros paises para el control de L. monocytogenes en productos carnicos?
La Union Europea establecié una normativa estricta en referencia a la presencia de
L. monocytogenes en productos carnicos, en donde su referente es la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) bajo el Reglamento 2073/2005 (Articulo
5, 2) y el Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC),
en donde los criterios microbiolégicos deben estar debajo de 100 ufc/g.(72), asi
como también, actualmente se da cumplimiento a la politica Tolerancia cero y la
Notificacion Obligatoria de este patdégeno.

El modelo sanitario de la UE mencionado es referencia normativa de otros paises
como Japon, China, Espafia, Argentina y el Acuerdo de Asociacion de la Union
Europea — América Central (Republica de Costa Rica, Republica de Guatemala,
Republica de Nicaragua, Republica de Panam& y Republica del Salvador),
destacando que estos requerimientos son basados en la implementacién de un
sistema de gestidon de calidad e inocuidad, como el sistema de andlisis de peligros
y puntos criticos de control (APPCC) previamente validado y aprobado por las
entidades sanitarias y servicios veterinarios oficiales, y el cumplimiento de la
normativa de sanidad animal.

Por otro lado, la Union Europea se conforma por la Union Aduanera de Eurasia (UA)
conformada por la Republica de Armenia, la Republica de Bielorrusia, la Republica
de Kasajistan, la Republica de Kirguistan y la Federaciéon de Rusia. De acuerdo a la
Resolucién del 28 de Mayo de 2010 N299, los Requerimientos de Inocuidad y valor
alimenticio de los alimentos (Capitulo Il 1.5 — numeral 47) y los Reglamentos
técnicos de la Union Aduanera — Sobre la Inocuidad de la carne y los productos
carnicos (TR TS 034/2013), la UA mantiene una postura aun mas exigente con
requerimientos basados en la ausencia de L. monocytogenes en 25 gramos como
criterio microbiolégico incluyendo todos los productos carnicos, como en la carne

fresca refrigerada y congelada, medida que no esta sujeta a negociacion con ninguin
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mercado (73).

En referencia a la normativa sanitaria en los paises de occidente, las entidades
oficiales como USDA, el Servicio de Seguridad e Inspeccion Alimentaria (FSIS) y la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), establecen politicas de
tolerancia cero y notificacion obligatoria de la presencia L. monocytogenes en
productos carnicos, las cuales son acogidas como referencia para el control interno
sanitario en paises como Canad4, México y Puerto Rico.

Existen diferentes directrices establecidas por FSIS que suministran informacion
respecto a las pautas de saneamiento de los establecimientos de procesamiento de
alimentos, meétodos diagnésticos para determinar la presencia de L.
monocytogenes, los cuales deben ser aprobados o adoptado por una organizacion
oficial y la prevencion de contaminacion cruzada de productos cérnicos y avicolas
(CFR 317.2 y 381.125) descritos como alimentos nRTE (no Listos para consumo)
ya que, requieren tratamientos posteriores como coccion, temperaturas de
refrigeracion o congelacion, para garantizar que sea un alimento seguro e inocuo
(74). Entre otras disposiciones mencionadas incluyen la vigilancia durante la
inspeccion oficial ante-mortem de los animales, estableciendo la listeriosis como
enfermedad de control y seguimiento epidemioldgico, para la toma de decisiones en
la planta de beneficio animal (75,76).

En contraste a la normativa de la UE y Estados Unidos, en Colombia la Listeriosis
0 en el caso que se trabaja en esta investigacion, la confirmacion de L.
monocytogenes no es de notificacion obligatoria, segun Carrascal (2014) y el INS
en su documento de evaluacién de riesgos en inocuidad de alimentos afirman que
“La prevalencia de L. monocytogenes es escasa, debido, probablemente, a que la
presencia de este microorganismo no es de notificacion obligatoria, situacién que
puede contribuir al subregistro” (27,60).

Como se menciond, en Colombia las entidades oficiales articuladas con propésito
de vigilancia y control de la salud publica se conforman por el Ministerio de Salud y
Proteccion Social, el INS, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) y el INVIMA.
El Decreto 1500 de 2007 (9) establece los pardmetros técnicos creando el sistema

oficial de Inspeccién, Vigilancia 'y Control de la carne y productos carnicos, requisitos
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de inocuidad y sanitarios en la produccion primaria, beneficio y post procesos, el
cual fundamenta el Decreto 1975 de 2019, la Resolucion 240 de 2013, la Resolucion
241 de 2013 y la Resolucién 242 de 2013, todos con el objetivo de garantizar el
cumplimiento de BPM, el control e implementacion de APPCC y POES.

El articulo 27 “Control de Patégenos” del Decreto 1500 (9), insta a las plantas de
beneficio a establecer un plan de muestreo de microorganismos basado en
indicadores de peligros para la salud del hombre o en si del patdégeno en los
productos carnicos, de manera que este programa esté disponible para su
verificacion por la autoridad sanitaria.

Las disposiciones especificas referentes a los microorganismos de vigilancia en
productos carnicos fueron expedidas por el Ministerio de Salud y Proteccion Social
mediante Resolucién 2690 de 2015 “Directrices para la formulacion del Programa
de Verificacion Microbiologica del Sistema Oficial de Inspeccion, Vigilancia y Control
de la Carne y Productos Carnicos Comestibles” y la Circular externa 4000-0265-
2021, considerando aclaraciones determinantes en plantas de beneficio animal, y
establece los microorganismos patégenos e indicadores conforme a su incidencia
en Enfermedades Transmitidas por Alimentos siendo: E. coli genérico para la
verificacion de control de proceso, Salmonella spp. en el cumplimiento de estandar
de desempeiio, Escherichia coli O157:H7 y Escherichia coli no O157 (STEC)
productores de toxina shiga para el control de microorganismos patégenos y
Campylobacter spp. en el cumplimiento de estandar de desempefio, de acuerdo a
la especie animal que aplique el programa de muestreo del establecimiento (13,77).
Por otra parte, entre otras regulaciones, Colombia cuenta con el Laboratorio
Nacional de Referencia del INVIMA, el cual incluye en su Manual de Métodos
Microbiolégicos, los métodos del Manual Analitico Bacteriolégico (BAM) (FDA. Food
Code, 2009) (78), conformado por laboratorios que se encuentran diseflados y con
la competencia analitica para detectar L. monocytogenes en alimentos, sin
embargo, hasta la fecha Colombia no cuenta con el control oficial de este

microorganismo en plantas de beneficio animal.
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Métodos diagnosticos
Método de aislamiento microbiolégico

A partir de muestras de alimentos, los métodos de aislamiento convencional son
establecidos y de regulacién por la ISO, el Comité Nordico de Metodologia para el
Andlisis de Alimentos (NMKL), el Comité Europeo para la Normalizacion (CEN, EN);
los métodos de la FDA, de FSIS — USDA, los cuales deben ser certificados por la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, de acuerdo a sus siglas en
inglés) y confieren diferentes opciones de enriquecimiento con diversos agentes
selectivos, luego fueron mejorados para un enriguecimiento en condiciones

variables de temperaturas y tiempos (79).

Los métodos de aislamiento deben garantizar que se logre detectar el
microorganismo en una muestra de 25 gramos, de acuerdo a lo establecido por ISO
11290 Parte 1 version 20172 (23), consta de una primera etapa de enriquecimiento
recuperando organismos incluso estresados, lo que permite el crecimiento de la
bacteria alcanzando niveles detectables minimo de 10 ufc/ml (4,80). Luego en un
segundo paso, se requiere el enriquecimiento de una suspensién del cultivo logrado
en la primera etapa. Posteriormente, se extienden las colonias obtenidas en las dos
primeras etapas en un medio selectivo de cultivo, en donde de acuerdo con el tipo
de medio seleccionado es posible observar colonias de color azul verdoso rodeadas
por un halo oscuro (Agar Listeria Ottaviani y Agosti) o colonias pequefias negras
rodeadas por un halo negro (Oxford). La etapa de confirmacion es mediante pruebas
bioquimicas vy fisioldgicas, y consiste en realizar un subcultivo de las colonias
obtenidas en un medio no selectivo, expresandose en halos circundantes para
determinar el crecimiento de L. monocytogenes, por ejemplo, el uso de lecitina
(actividad de B Glucosidasa), fosfatidilinositol (actividad de fosfolipasa-C) y xilosa

(colonias azules), distinguiendo entre L. monocytogenes y L. ivanovii (79,81).

De acuerdo con lo dispuesto y las recomendaciones planteadas por los organismos
de vigilancia de salud publica y control sanitario internacionales, mencionan como
medios de enriquecimiento especificamente para L. monocytogenes: caldo Fraser,

caldo de enriquecimiento de Listeria tamponado (BLEB), medio bacteriologico
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analitico referenciado por BAM y caldo selectivo de enriquecimiento modificado para
Listeria University of Vermont Medium (UVM). Oxford y PALCAM (polimixina,
acriflavina, cloruro de litio, ceftazidima, manitol y esculina) suelen ser los medios de
aislamientos mas utilizados, inclusive en la recuperacion de microorganismos
lesionados o poco viables (80), este ultimo se caracteriza por presentar cambios de
coloraciéon del medio de cultivo a un tono marrén oscuro a negro, debido a que las
especies de Listeria tienen la capacidad de hidrolizar la esculina, asi como también
los microorganismos identificados como “Organismo similar a Listeria” [LLO], ya que
es un indicador de la presencia de L. monocytogenes Yy otros microorganismos que
presentan esta caracteristica bioquimica tipica, mas no exclusiva de Listeria spp.
empledndose pruebas LLO en medios convencionales de enriquecimiento vy

aislamiento (74).

USDA - FSIS mediante la guia “Aislamiento e identificacion de L. monocytogenes
en carne roja, aves de corral, productos listos para el consumo, siluriformes
(pescado) y huevos, y muestras ambientales”, recomienda medios de
enriguecimiento UVM, Agar Oxford Modificado (MOX), como segundo
enriquecimiento caldo de enriquecimiento de Listeria tamponado (MOPS-BLEB), y
por ultimo las presuntas colonias asiladas en las primeras etapas se inoculan en
caldo de enriquecimiento MOX para su confirmacion (82), ya que, los métodos de
siembra directa que no se basan en el enriquecimiento, incluyendo lo establecido
en ISO 11290-2 no son los mas adecuados para la deteccién en bajos niveles de
contaminacion por L. monocytogenes (23) (74) .

Método diagnostico con Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los métodos moleculares suministran ventajas como periodos de tiempo mas
cortos, alcanzando una alta sensibilidad, incrementando la posibilidad de detectar
los microorganismos, con alternativas adicionales como la determinacion y
cuantificacion de manera simultanea, a partir de una secuencia de ADN especifica,
por medio de moléculas fluorescentes logrando evidenciar su amplificacién en
tiempo real, esto en lo que respecta a la PCR cuantitativa (QPCR). Un aspecto

relevante en las técnicas moleculares para detectar L. monocytogenes, es que para
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la primera etapa del procedimiento o de pre enriquecimiento se requiere un tiempo
adicional entre 24 a 48 horas de procesamiento, no obstante, iQCheck combinado
con kits de gPCR reduce el tiempo de preenriquecimiento entre 18 h a 1 dia de

analisis (81).

El fundamento de la PCR comprende la amplificacion de una secuencia de ADN
bicatenaria mediante un proceso enzimatico, inicialmente la enzima ADN
polimerasa interviene mediante una reaccion que logra producir una cadena de ADN
complementaria a la cadena monocatenaria inicial, esta sintesis es posible
mediante un cebador de oligonucledtidos o secuencia corta de ADN con uno de sus
extremos 3"OH libre para permitir el inicio de la reaccion. Asi que, se cuenta con
una mezcla maestra compuesta por dos cebadores oligonucleotidos que delimitaran
la secuencia que se busca amplificar; la enzima ADN polimerasa (Taq - polimerasa
termoestable) que interviene en la sintesis de la nueva cadena de ADN uniendo los
acidos desoxirribonucleicos complementarios (dATP, dCTP, dGTP y dTTP),
magnesio (Mg 2+), agua tridestilada y buffer 10X PCR. Esta reaccion es generada
de acuerdo a un protocolo basado en temperaturas en el siguiente orden: a)
desnaturalizacion del ADN bicatenario en cadenas simples, b) hibridacion con las
regiones complementarias del ADN bicatenario con los cebadores y c) sintesis o
extension del ADN de la regién delimitada por los cebadores para su polimerizacion,
asi que, por cada ciclo sucesivo de las 3 etapas mencionadas, el niumero de
secuencias se duplica logrando un aumento exponencial de la region ADN
seleccionada (4,83). Las secuencias ADN diana para el diagnostico de L.
monocytogenes son los genes prfA, iap, hly y ADNr (subunidad 16S) (16,84), por
otro lado, se sugiere que es posible mejorar el umbral de deteccion del método,
mediante el uso de cebadores o primers selectivos con secuencias de ARN

ribosémico especificas de L. monocytogenes (4).

Debido a que cada ciclo inicia con la desnaturalizacion a temperaturas altas, esto
implica que se requiere una enzima nueva para finalizar un ciclo, asi que, como se
menciond anteriormente se cuenta actualmente con el descubrimiento e inclusion

de la Thermus aquaticus (Taq) ADN polimerasa termoestable, logrando superar esta
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limitacion y facilitar su transicion a la automatizaciéon de este método diagnadstico,
disminuyendo la probabilidad de error, el personal operativo, mejorando su

especificidad y sensibilidad (4).

Método de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

La técnica diagndstica PFGE se ha empleado para la subtipificacion de aislados de
microorganismos hasta el nivel de especie a partir del ADN de la bacteria, en donde
en los estandares de este método se requiere de fragmentos del mismo ADN en
diferentes tamafos, empleando enzimas de restriccibn que separan de manera
precisa fragmentos de tamafio mayor a 40 kilobases de ADN, los cuales son
identificados cuando pasan a través de un gel de agarosa (74,79,84). Cada uno de
los perfiles de PFGE pueden confrontarse para establecer el grado de parentesco,
asi que FSIS sugiere que los establecimientos de procesamiento pueden
contemplar el uso de PFGE para realizar analisis comparativos entre los resultados
de control de la presencia de L. monocytogenes y establecer si se esta presentando
un habitat propicio o corresponde a contaminacion cruzada durante el proceso (74).
La tipificacion de L. monocytogenes en cepas del serotipo 4b se logré6 mediante la
PFGE, debido a que es un método discriminatorio y de reproducibilidad superior
(85), sin embargo, cuenta con la desventaja de requerir un procedimiento que
emplea entre 2 a 3 dias y las enzimas de restriccion y el equipo requerido
representan altos costos. Por lo anterior, el Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, de acuerdo a sus siglas en inglés) en USA, establecid
mecanismos de control como el programa PulseNet, una red de laboratorios en
donde se estandarizaron protocolos para la PFGE de Listeria emplea enzimas
endonucleasas Apal y Ascl (3,84,86) estandarizando este método. En
consecuencia, el CDC desde 2017 esta creando bases de datos obtenidos a partir
de estos perfiles empleando la PFGE con fines de investigacion epidemioldgica
(79,84).

Asi que, mediante la combinacién de las enzimas Apal y Ascl, se obtiene un patron
de bandas de ADN, en donde posteriormente se compara con cada aislado
clasificandolos en diferentes pulsotipos. En adicion, la PFGE es una técnica sensible
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con la capacidad de identificar alteraciones genéticas, transposiciones y deleciones

causantes de los perfiles distintivos en las variantes de cepas (84).

Método de diagndstico utilizando hibridacion de ADN

La hibridacion es un método diagnostico molecular que se basa en las
caracteristicas o diferencias del genoma y no son dependientes de enzimas que
permitan una identificacion o la expresion de factores antigénicos (87).

La hibridacion es una técnica fundamentada en la deteccién y localizacién de
secuencias objeto de estudio en el microorganismo, siendo una técnica que cuenta
con el atributo de presentar una alta sensibilidad, tiempos de procesamiento hasta
de 48 horas, y lograr diferenciaciones especificas de especie y subespecie (49).
Detectar la secuencia diana es posible empleando una sonda de oligonucleétidos
como una cadena complementaria a la secuencia de ADN en estudio, la cual
contiene un marcador fluorescente, como las sondas biotiniladas o las sondas de
digoxigenina permitiendo su deteccion (88). En la actualidad existen diferentes
pruebas de hibridacion de ADN comerciales, las cuales han demostrado precision y
sensibilidad, siendo utilizadas de manera habitual en el analisis de alimentos (89).
Por otra parte, existen pruebas disponibles comercialmente con el principio
fundamentado en la hibridacion de sondas de ADN marcadas con ARNm del agente

viral, garantizando identificar inicamente las células aptas (87).

Métodos diagndsticos que han sido utilizados en plantas de

beneficio animal

Se estim6 por cada periodo la frecuencia del empleo de las diferentes técnicas
diagnésticas en la totalidad de los articulos, para el periodo entre el afio 1991 y el
afno 2001 (Figura 7), se observd que los primeros meétodos utilizados para
determinar la presencia de L. monocytogenes, a partir de muestras tomadas en la
superficie de la canal y posteriormente al alistamiento de la misma en la Ultima etapa
del proceso en una planta de beneficio animal, se reflej6 en un 67% con el
aislamiento microbiologico y 33% mediante Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

55



(PFGE).

Durante el segundo periodo entre el afio 2002 y el afio 2021 en correspondencia a
los 19 articulos analizados (Figura 8), se emplearon las mismas técnicas
diagndsticas en referencia al periodo anterior como el aislamiento microbiol6gico, y
la PCR 47% y 32% respectivamente. Adicionalmente a estos métodos diagndsticos
se evidencio el empleo de la PFGE en un 19% y Barrientos en el afio 2015, en su
investigacion a partir de la toma de muestras en superficies de canales de porcinos
en una planta de beneficio animal en Perq, luego del aislamiento microbioldgico,
incluyé en su estudio la hibridacion como método diagndstico molecular logrando
identificar el patégeno (49), en donde por ultimo la hibridacion corresponde a un 2%

como método empleado en la totalidad de estudios para el segundo periodo.

m Aislamiento
microbiolégico
m PFGE

Figura 7. Frecuencia métodos diagnésticos periodo 1991 - 2001.
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m Aislamiento
microbiolégico
m PCR

m PFGE

Hibridacion
ADN

Figura 8. Frecuencia métodos diagnésticos periodo 2002 — 2021.

A partir de los textos estudiados, se consolidan las caracteristicas y procedimientos
que tuvieron en comun las investigaciones realizadas en referencia a muestras
tomadas directamente en la canal y en plantas de beneficio animal (Figura 9),
elementos que son importantes para considerar en futuros estudios con el objeto de
detectar L. monocytogenes en productos carnicos en Colombia.

Este analisis nos permite dilucidar que, a través del tiempo, el nimero de técnicas
empleadas de manera especifica en plantas de beneficio animal, en referencia a los
dos periodos estudiados, los métodos diagndsticos mas utilizados son el
aislamiento microbioldgico y la PCR, considerando que para el Gltimo periodo entre
2002 y 2021, se observa la implementacion de nuevas alternativas, aunque con un
porcentaje mucho menor. Es probable que, en referencia a las caracteristicas de
cada técnica, estas son determinantes para que las plantas de beneficio animal
opten por realizar verificaciones asociados a la presencia de L. monocytogenes
incluidos en los programas de gestion de calidad y control de sus procesos, de lo
cual, de acuerdo con la normativa nacional es relevante el hecho de no incluir a este
patdgeno como notificacion oficial.

Las evidencias en diferentes estudios, asi como también las descritas por Rivera et
al. (2006), mencionan similitudes importantes en cuanto al diagnéstico mediante el
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analisis tradicional microbiologico y por PCR multiple. Sin embargo, el dltimo cuenta
con caracteristicas importantes para obtener resultados rapidos y especificos en su
aplicacion diagnostica en plantas de beneficio a partir de diferentes tipos de
muestras (14,19), logrando resultados en 8 horas, mientras que en la técnica
microbiolégica se emplearon hasta 8 dias (4,16,84).

Por otra parte, es importante considerar que los costos son mucho menores en el
aislamiento microbiologico respecto a la PCR. El aislamiento microbiolégico es el
método de referencia en los seguimientos epidemioldgicos y vigilancia de brotes, es
una técnica muy sensible y no requiere equipos tecnificados, no obstante, cuenta
con la probabilidad del crecimiento de microorganismos contaminantes
enmascarando la presencia de los microorganismos investigados, inclusive el hecho
de omitir variantes atipicas o lo que representa la experticia para interpretar el

crecimiento en agares selectivos y diferenciales (84).
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Tabla 11. Métodos diagnésticos empleados en plantas de beneficio animal, a partir del muestreo de la superficie de la canal in situ.

METODO
DIAGNOSTICO

Aislamiento
Microbioldgico

PRINCIPIO

Muestra en medio de
enriquecimiento recuperando
organismos incluso estresados, lo
que permite el crecimiento de la
bacteria alcanzando niveles
detectables minimo de 10* ufc/ml
y se extienden las colonias
obtenidas en un medio selectivo
de cultivo, confirmacion bioquima

PROCEDIMIENTOS Y MEDIOS ALTERNATIVOS EMPLEADOS

Medios de enriquecimiento para Listeria monocytogenes, medio bacteriolégico y analitico-BAM (FDA):
Caldo Fraser

Caldo tamponado (BLEB)

Caldo de enriquecimiento selectivo para Listeria modificado (UVM)

Oxoid (Basingstoke, Reino Unido)

Incubacién durante 24-48 h a 37 °C.

Medios para el aislamiento:

PALCAM (polimixina, acriflavina, cloruro de litio, ceftazidima, manitol y esculina)

Oxford

Oxoid

Incubacién durante 24-48 h a 37 °C.

Confirmacion:

Agar nutritivo con un 5% de sangre de cordero (USDA), vertiéndolo para formar un lecho fino sobre agar base
nutritivo. Sembrar formando una estria con Staphylococcus aureus NCTC 1803 y Rhodococcus equi NCTC 1621,
incubar a 35 °C. toda la noche. El resultado es positivo cuando se observa un aumento de la zona de hemolisis
entre los dos cultivos.

Identificacién de colonias:

Pruebas bioquimicas y el test CAMP.

Identificacion de especies de Listeria sp: API-Listeria kits (Bio-Merie ux, Rhone, France)

REFERENCIAS

Van den Elzen et al. (1993); Korsak et al. (1998);
Ojeniyi et al. (2000); Miettinen et al. (2001); Rho
et al. (2001); Kanuganti etal. (2002); Betancourt et
al. (2004); Rivera et al. (2006); Barros et al. (2007);
Guerini et al. (2007); Villamil et al. (2007); Wesley
et al. (2008); Elen et al. (2009); Hellstrom et

al. (2010); Sakaridis et al. (2011); Galvao et al.
(2012); Rahimi et al. (2012); Barrientos et al.
(2015); Palma et al. (2016); Ayaz et al. (2018);
Figueroa et al. (2019); Moura et al. (2019);
Demaitre et al. (2020); Jalusa et al. (2020)

PCR

Amplificacién de una secuencia de
ADN bicatenaria diana mediante
un proceso enzimatico,
inicialmente la enzima ADN
polimerasa interviene mediante
una reaccion que logra producir
una cadena de ADN
complementaria a la cadena
monocatenaria inicial

Volumen total: 50 pL

Muestra: 0,5 ng del ADN de la muestra

Cebadores o primers: 50 pmol de cada uno (U1, LI1, Lis-1y Lis-2) - amplifican laregién del gen 16SrRNA Yy la
region del gen que codifica para el listeriolisina O (hly A)

Replicaciéon ADN (elongacién): 1,25 U de Taq DNA polimerasa

Amplificaciéon: muestra, primers, Tag-polimerasa, 200 uM de cada nucleétido (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 10
mM Tris-HCl, 50 mM KCl y 6,5 mM de MgCl2

Termociclador (9700 Applied Biosystems, EUA):

Desnaturalizacion 94°C x 4 min, luego 25 ciclos 94°C x 1 min

Hibridacién 60°C x 1 min

Extensién 72°C durante 1 min

Amplificacion final 72°C durante 5 min

Mantenimiento: 4°C la temperatura final

Separacion de productos: mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (60V x 1,5 h), previamente tefiidos
con Tris-borato-EDTA (TBE)

Visualizacién: sistema Gel Doc 1000 (Bio-Rad, Richmond, California, EUA)

ADN de peso molecular VI (Boehringer MannheimBiochemicals): comparacién del tamafio de bp

Agua libre de DNasa como control negativo y positivo.

Kanuganti etal. (2002); Rivera et al.(2006); Guerini
et al. (2007); Wesley et al. (2008); Hellstrém et al.
(2010); Sakaridis et al. (2011); Rahimi et al. (2012);
Palma et al.(2016); Ayaz et al. (2018); Figueroa et
al.(2019); Moura et al. (2019); Demaitre et al.
(2020)
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Subtipificacion de aislados de
microorganismos hasta el nivel de
especie, a partir del ADN de la
bacteria, desde estos fragmentos
de ADN en diferentes tamafios,

Protocolo referente: Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades CDC (PulseNet 2009) y PulseNet
Enzimas de restriccion: Ascly Apal (New England BiolLabs, Massachusetts, EE.UU.)

*Los productos de escision se separaron en un gel de agarosa al 1% (Pulsed Field Aga- rose, BioRad)

Tampon TBE 0,5X (base de Tris 0,9M, acido borico 0,9M, EDTA 0,02M, pH 8,0)

Tiempo: 19 horas (6 V/cm-1)

Tiempos de pulso: inicial 4 segundos y final 40segundos (Equipo de electroforesis de campo pulsado)

Ojeniyi etal. (2000); Miettinen etal. (2001);
Guerini et al. (2007); Wesley et al. (2008);

PFGE empleando enzimas de restriccion Cepa referencia: Salmonella Braenderup (ATCC BAA-664), escindida con la enzima Xbal (Roche Diagnostics) .
. L ., o o . Hellstrém et al.(2010); Galvao etal. (2012); Palma
que separan de maneraprecisa  Tincion del gel: solucion de bromuro de etidio (10mg/mL) diluida (1:10.000) en agua destilada )
o ., . I ) ) et al.(2016); Demaitre et al. (2020)
fragmentos de tamafio mayora 40 Captura de imagenes: Equipo Imagequant (Gelifesciences) captura bajo luz Ul- travioleta
kilobases de ADN, los cuales son  Perfil de macro restriccion se analizo visualmente y cada posicion de banda se determind por comparacion con
identificados cuando pasan a la cepa de referencia. Los aislados con una banda de diferencia se consideraron de diferentes pulsotipos
través de un gel de agarosa Software Analisis: Molecular Analyst BioNumerics v. 3.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica), analisis
de conglomerados y la construccion de dendogramas
Kit GeneQuence® L. monocytogenes (Neogen)
Detecciony localizacion de una  Secuencia de ADN sintetizada
secuencia diana, empleandouna  Tampdn SSC 5x (sonda marcada)
sonda de oligonucledtidos, como  Sumergir el soporte sélido con el ADN monocatenario diana en tampon SSC 5x
una cadena complementariaala  Tiempo: 14-16h
secuencia de ADN diana, lacual  Lavado: tampdn SSC .
HIBRIDACION Barrientos et al. (2015)

contiene un marcador
fluorescente, como lo son las
sondas biotiniladas o las sondas
de digoxigenina permitiendo su
deteccion

Reasociacion competitiva: entre de ADN diana no marcado y la sonda de ADNm marcada
ADNm de referencia: longitud larga

Los filtros se seleccionan con un medidor Geiger-Muller

Negativa: Absorbancia (A450) <a 0,10

Positiva: 20,10

Confirmacidn: cultivo estandary bioquimica.
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Por otro lado, como se describio anteriormente la PFGE cuenta con la capacidad de
subtipificar aislados, sin embargo, requiere tiempo, costos y mano de obra
adicionales en comparacion con otras técnicas moleculares fundamentadas en la
amplificacion de fragmentos como Polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP) (40,79). Asi como también, la hibridacion de ADN, es una
técnica molecular que se convirtié en otra alternativa a las técnicas microbiolégicas
0 seroldgicas, se caracteriza por ser una técnica rapida y precisa para el diagnéstico
(87,90).

A partir de los métodos diagndésticos analizados, la literatura seleccionada evidencia
avances importantes para tener en cuenta en el contexto de la inocuidad y controles
sanitarios en las plantas de beneficio animal. Jalusa et al. (2020) evidenciaron en
su estudio, una prevalencia baja para la deteccion de L. monocytogenes debido al
estudio disefiado por los investigadores observando que presenté una baja
capacidad de deteccion, siendo el aislamiento microbiolégico la técnica
seleccionada, aunque aseveran que se ha evidenciado en otros estudios
prevalencias altas concentradas en una sola planta de beneficio animal, lo cual
afirma que las malas practicas de desinfeccion de la planta, practicas de
manufactura inadecuadas, como utilizacion de cuchillos y utensilios, asi como
también, la formacién de biopeliculas representan un factor importante para la
contaminacion de las canales durante su procesamiento (91), reafirmando que L.
monocytogenes cuenta la habilidad de adaptarse a temperaturas bajas y ambientes
hamedos, los cuales son ambientes caracteristicos y permanentes en las plantas
de beneficio y procesamiento de cérnicos (85,90,92-94).

Es posible que exista una trasferencia de este patdégeno a las canales de bovinos
desde las primeras etapas del proceso como por ejemplo durante el desollado
manual (93)(85); en referencia a las canales de porcinos las areas mas
contaminadas son las ventrales y anteriores, probablemente debido al lavado
inadecuado de los animales durante su permanencia en las zonas sucias de la
planta de beneficio o la contaminacion de la canal durante la evisceracion. En
adicién, Demaitre et al. (2020) evidencian en su investigacion mediante PFGE la

presencia de una cepa persistente y dominante en la planta de procesamiento
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contaminando las canales y en mas de la mitad de los aislados obtenidos en
diferentes plantas de beneficio animal (85,93,95).

Es importante considerar que L. innocua hace parte del espectro de
microorganismos que se encuentran en ambientes de plantas de procesamiento,
asi como también la presencia de L. welshimeri en zonas asociadas a tanques de
refrigeracion, asi que, segun Moura et al. (2019) a partir de la identificacion de L.
innocua mediante PCR en productos almacenados a bajas temperaturas o
congelados, los autores aseveran que es posible que se trate de L. monocytogenes,
en donde el estrés como consecuencia de estos factores ambientales influyen en la
expresion reducida de hly A (15,16,84,90,94), por lo anterior, la identificacion de
diversas especies de Listeria en las areas de procesamiento denota que estos son
lugares que favorecen el crecimiento del patdgeno en estudio (94).

Es relevante, que las caracteristicas adicionales de L. monocytogenes con respecto
a los serotipos encontrados en plantas de procesamiento de productos carnicos,
algunos estudios mencionan en sus hallazgos el serotipo 4b identificado mediante
PCRy PFGE , como el serotipo mas frecuente, seguido de los serotipos 1/2c y 1/2a
(85,86,96). En consecuencia, la importancia de lograr estos hallazgos para la salud
publica es su relacion con casos de listeriosis en humanos, en donde mas del 95%
y los principales brotes de Listeriosis son originados por L. monocytogenes
(40,58,85,86), asi como también, el hallazgo frecuente de cepas del serotipo 1/2c
en alimentos aungue no sean recurrentes en aislamientos de origen clinico.

Los hallazgos evidenciados en la literatura estudiada, permitieron entender la
importancia de realizar actividades mas eficaces de saneamiento y desinfeccion de
las plantas de beneficio animal, garantizar el cumplimiento continuo de las buenas
practicas de manufactura y por consiguiente, sugerir los seguimientos y controles
microbiolégicos tanto en superficies de cada area de procesamiento, como de
utensilios y de la canal, considerando que estos son ambientes propicios para el
crecimiento de Listeria, sus diferentes serotipos y entre estos L. monocytogenes.
Existen diferentes factores de riesgo ya estudiados y evidenciados en publicaciones
cientificas determinantes para la contaminaciéon cruzada durante el proceso de

productos carnicos, lo cual de acuerdo a la normativa Colombiana, aunque no se
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establece un direccionamiento de cumplimiento para los controles oficiales de L.
monocytogenes, las entidades internacionales de control de enfermedades y sus
regulaciones para la salud publica, cuentan con manuales y directrices de
obligatoriedad, que pueden ser parte del modelo nacional y de los establecimientos,
como iniciativa y un acercamiento de las areas de gestion de calidad e inocuidad de
productos carnicos, para alcanzar estandares internacionales de exportacion y
nuevas oportunidades comerciales para el pais. De lo anterior, la pertinencia de
haber realizado esta revision de literatura, evidencia la importancia de implementar
meétodos de diagnostico para los productos carnicos en canal procesados en las
plantas de beneficio animal en Colombia; esto significa que los organismos de
regulacion sanitaria, los profesionales en las plantas de beneficio animal y la
academia, deben tener como propdésito comdn un trabajo conjunto enfocando
esfuerzos para garantizar la produccion de productos carnicos inocuos, la seguridad

alimentaria y el crecimiento productivo de Colombia.
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6. Conclusiones

La literatura seleccionada evidenci6 que los métodos de diagnéstico empleados con
mayor frecuencia para detectar la presencia de Listeria monocytogenes en
productos carnicos procesados en plantas de beneficio animal, a partir de muestras
tomadas directamente en la superficie de la canal in situ, son el aislamiento
microbiolégico y la PCR en los dos periodos de las publicaciones referenciadas. No
obstante, en el segundo periodo entre el afio 2002 y 2021 se utilizaron otras
alternativas como la PFGE y la Hibridacion de ADN en un 20% y 2%

respectivamente.

La normativa sanitaria internacional como en la Unién Europea, Estados Unidos y
sus paises afiliados establecen la notificacion obligatoria de L. monocytogenes, sin
embargo, en Colombia la reglamentacion sanitaria ain no establece controles
oficiales y de notificacion obligatoria de este patégeno, por lo tanto, las entidades
de informacion epidemiolégica nacional aseguran que existen subregistros
asociados a enfermedades transmitidas por alimentos sin lograr la identificacion
asertiva del origen microbioldgico del total de los brotes reportados, en donde, en
los ultimos reportes ETA del SIVIGILA del INS evidencian para el periodo entre el
afio 2020 y 2022 de 2 a 3 brotes por cada reporte publicado de un total de 268 y
602 brotes respectivamente en cada afio, los cuales asocian como agente etiolégico
a L. monocytogenes, dentro de los cuales no se ha reportado la presencia de otras
especies de Listeria spp.

Adicionalmente, los mecanismos de control de la inocuidad de los alimentos como
el sistema de APPCC se implementa en plantas de beneficio animal con fines de
exportacion de productos carnicos, estandar de caracter obligatorio posterior a la
autorizacion sanitaria del establecimiento bajo el Decreto 1500 de 2007, en
consecuencia, en Colombia el nimero de plantas de beneficio animal que procesan
actualmente tipo exportacién representan el 8,1% del total de establecimientos en

funcionamiento a nivel nacional.
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Considerando los reportes de entidades oficiales en Colombia de la prevalencia de
L. monocytogenes en carnes de res y de cerdo es de un 2,5% y en productos
derivados carnicos 5,08% para el afio 2002, asi como también, otros estudios
mencionan prevalencias de algunas especies de Listeria spp. asociadas a
productos carnicos sustentan un mayor porcentaje a la presencia L. monocytogenes
29%, seguida de L. innocua 21% y L. ivanovii 4%. Este microorganismo cuenta con
factores de virulencia expresados que se adaptan a las condiciones ambientales de
las plantas de beneficio animal y post procesos, en donde se identificaron cepas
gue permanecen y se transfieren a lo largo del tiempo y adicionalmente, se
detectaron los serotipos 4b, 1/2c y 1/2a de L. monocytogenes asociados a Listeriosis
en humanos transmitida por alimentos. Por lo anterior, se resalta la importancia de
proponer estudios preliminares que permitan determinar la presencia de este
microorganismo patégeno especificamente en plantas de beneficio animal, y
orienten a la consolidacion de una base que sustente la pertinencia de establecer
normativamente unos criterios microbiolégicos, ya que, estas exigencias pueden
representar un incremento en los costos de los programas de gestion de la
inocuidad de alimentos en las plantas de beneficio animal. Si bien es cierto, que en
otros paises se cuenta con diversos métodos diagnésticos para detectar la
presencia de L. monocytogenes en productos carnicos empleados de caracter
obligatorio dentro de sus procesos.
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7. Recomendaciones

Es importante realizar estudios de identificacion y seguimiento a la presencia de L.
monocytogenes en productos carnicos, desde el contexto de las entidades de

regulacion sanitaria, sectores productivos y la industria de productos carnicos.

Las evidencias demuestran la persistencia de una variedad de serotipos de L.
monocytogenes en los ambientes de plantas de beneficio animal y post proceso de
productos carnicos. Por lo tanto, se recomienda realizar seguimientos a las
estrategias implementadas de la eficacia de los procedimientos de saneamiento y
desinfeccién de instalaciones y equipos, asi como también, de las buenas préacticas
de manufactura, replanteando la oportunidad de implementar el sistema de ACCPP
como requisito normativo en la totalidad de las plantas de beneficio animal, para
garantizar la calidad e inocuidad de los productos cérnicos, antes de la distribucion
de la canal a los expendios.

En el presente trabajo se logré evidenciar que no existen estudios preliminares o
una normativa en Colombia, que establezcan o determinen la pertinencia del control
obligatorio de L. monocytogenes en productos carnicos en canal en las plantas de
beneficio animal, si bien se cuenta con la regulacién oficial de carnicos procesados
o derivados céarnicos, es importante considerar que el INS menciona en sus reportes
de epidemioldgicos que existe un subregistro de brotes asociados a ETA en relacion
con este patdgeno, por lo tanto, se recomienda realizar estudios in situ que permitan
fortalecer los seguimientos epidemioldgicos que garanticen la inocuidad y seguridad

alimentaria del pais.
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