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Resumen: Uno de los principales patdgenos de inlerés en la industria alimeniaria es Lisleria
monocytogenes cansanle de la listeriosis, Ta cual presenia una alia incidencia en humanos
debido o gue se encuentra asociada ol consumo de alimenios  conlaminados con el
microorganismo, debido a sw presencia en gran cantidad de productos. L objetivo de esta
imvestigacion fue evaluar el efecio de los iralamientos  isolérmicos. para el control de
L.monocytogenes. Para poder determinar el efecto de esios fralamientos se aplicaron
ratamivnlos isoiérmicos a 33°C y 60°C, sobre la cepa Lumonocytogenes CLTC 4032, Después
de cada tratamiento se recuperd el microorganismo en wn medio no selective v en uno
selectivo, obleniéndose una mayor reduccion en la poblacidn en el medio de recuperacion con

wn factor de inhibicidn,

1. INTRODUCCION

Uno de los principales patdgenos de interés en la
industria  alimentaria es Listeria monocylogenes
causante de la listeriosis. T.a mayor incidencia de
esta enfermedad en humanos estd asociada  al
consumao de  alimentos  contaminados  con el
microorganismo debido & su presencia en gran
cantidad de productos, v a su capacidad de
erecimiento y supervivencia a distintos tratamicnlos
y en diversas condiciones de almacenamiento.

Ne acuerdo con los datos de la organizacion
mundial de la salud, la listerinsis ez la enfermedad
alimentaria con la segunda tasa mas alta de
mortalidad, con un porcentaje de mortalidad de
entre el 20% v el 30%, v con la mayor tasa de
hospitalizacion (95.5% Tow, er.al, 1997).

El ohjetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de los tfratamientos térmicos, ¥ las
condiciones de recuperacion en la inactivacion de
Listeria monocyiogenes.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismo y erecimiento: 5S¢ ulilizo la
cepay de Listeria menmocyiogenes CETC 4032,
procedente de la Coleeeion espafiola de cultivos de
lipo CECT {Valencis, Espafia), la cual sc incubd en
caldo inlusion cercbro coraeon (B H.) (Scharlaw,
Barcelona, Lspafia) por 24 horas a 37°C. La cepa
fue conservada a -30°C en 30% de glicerol como
crioprolecior.

2.2 Preparacion de la suspension para el
termorresistometro: A partir de un cultive en BHI
se inocularon 100pl en 530 mL de caldo BHI estéril
y se incubo durante 24 horas a 379C. Una wvee
incubado el culiive se centrilugd & 3500 rpm
duranie 200 minutos & 3C. El deposio se
resuspendid en 1 mL de agua peplonada estéril
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i Sharlau). De esta aliima suspension se realizaron
diluciones  seriadas en base 10, las  cuales se
sembraron  en agar  inlusion cerchro corazon
(BH.LA) (Scharlau) v se incubaron a 37°C por 24
horas, para determinar la concentracion del inoculo.

2.3 Realizacion de los tratamientos térmicos a
S5C v 60°C: El termorresistometro (T-R)  usado
fueg el T.R Mastia patente espafiola 200302529,
Para cada tratamiento se adicionaron 350 ml. de
caldo B.H.I al T.R el cual se estenlizo en el mismo
g 135°C v 2atm por 5 minutos.

2.3.1 Tratamientos isotérmicos: Se programd el
T.R. para que estabilizara la temperatura de acuerdo
al tratamiento. Cuando la temperatura se estabilizo
se inyectd la suspension en el termorresistometro.
Los tratamientos tuvieron una duracion de 30
minutos a 33°C vy de 5 minutos & 60°C v las
muesiras e tomaron en dilerentes intervalos de
tiempo durante la aplhicacion de los tratamientos.
Cada tratamiento se realizo por mplicado.

2.7 Andlisis de los datos experimentales: A los
datos obtenidos se les realizd un  ANOWVA
utilizando el software estadistico Statgraphics para
estahlecer gque no existia diferencias significativas
entre las diferentes combinaciones probadas v sus
replicas. l.as curvas obtenidas en los diferentes
tratamientos, se generaron graficando el Tog de lTos
supervivientes contra el iempo de tratamiento.

Las curvas de supervivencia obtenidas en los
diferentes tratamientos se obtuvieron representando
el logaritmo de los supervivientes frente el tiempo
de tratamiento. A partic de las graficas de
supervivencia se calcularon los valores [, como el
tiempo  necesario para reducir el nimero de
supervivientes un ciclo logaritmico.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos que se presentarin v
discutiran a continvacién se les una prueba de
ANOVA, utilizande el software  estadistico
Statgraphics, obteniéndose como resultado que no
existieron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,05) entre las replicas de los
tratamientos aplicados,

Como puede observase en la tabla 1, en el medio
BHIA se obtuvo un Ds:=23.19 min, conllevando a
deducir que el microorganismo posee una alia
termortesistencia a esta temperatura.

En comparacion, en ¢l medio de recuperacion
selectivo se obtuvo un Daesyae 7.30 min, indicando
que  se necesita mucho  menos  liempo  para
disminuir la poblacion en un ciclo logaritmico, si
tras el tratamiento el microorganismo es incubado
en un medio con un factor de inhibicion adicional
como ¢l clorure de sodic, en estas condiciones la
poblacion disminuyo 4 unidades en 30 minutos de
tratamiento, como se puede observar en la figura 1.
La poblacidn se reduce 4 ciclos logaritmicos més
que el control debido a los dafos sub-letales por el
tratamiento térmico aplicado, debido a que en el
medio selectivo solo crece la mitad de la poblacidn
inoculada vy que de la del medio no selectivo,
sugiriendo esto que el dafo causado a la poblacion
es a nivel de factores vitales de crecimiento v de
recuperacién, pudiendo ser estos enzimas o
proteinas. Los resultados anteriores se asemejan a
los obtenidos por Miller, er o, 2006, en  su
investigacion, en la cual determino que el T)s; para
Listerig immocua en un medio selectivo es de 10,66
minutos con un R de 0.97 corroborindose asi uno
de los principios de la teoria probahilistica el cual
postula que “en wm cwltive puro existe  wna
heterogeneidad entre las ofélulas”™ (Van Boekel,
2002).
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Figura 1. Supervivencia de Lomonocyiogenes CETC 4032 en
eondiciones isotérmicas (35°0) en medio de recuperacion BHIA
y BHIANaCL

Ll tratamiento a 60°C presento resultados muy
diferentes a los de 553°C, siendo este tratamiento
mucho mas efective en la  destruccion del
microorganismo,  Como puede observase en la
tabla 2, los valores D estimados indican que el
microorganismo es termosensible a este tratamiento
vy como se puede observar en la figura 2 tras 3
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minutos de tratamiento se disminuyo casi el 90%; de
la poblacidn. Cabe resaltar que la poblacion de
Fomonocytogenes CETC 4032 disminuyo | unidad
logaritmica durante el contacto del microorganismao
con el medio, sugiriendo que el dafo  letal
producido pudo haber sido sobre  componentes
celulares vitales. Estos valores no se asemejan a los
obtemidos  por Miller, ef al, 2006, en su
mvestizacion con Livteria fmnocua donde obluvo un
Do de 2,73 en un medio no selectivo y de 1,08 en
un medio, apuntando esto g gue posiblemente
Lomonocylogenes 8 menos  lermorresisiente gue
Loimmocua on un ralamiento isolérmico a 60°C.
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Figura 2. Supervivencia de Lmonocytogenes CETC 4032 en
condiciones isviennicas (80°C) en medio de recuperacion BIILA
v BIILA T NalCl

Tabla 1. Valores D v 2 estimados de Levonocyiogenes CETC
AQDIT en wratamicntos isotérmicos.

Mo selectivio Sclootivo
Temperatura ("C) -
BIIA BIILA T WeC]
13 miny L 13 miny* B
55 23,1931 (93 TA044 1.95H
il TLHTORH 04973 11,7831 .83
() 351515 3,15597

" Media de tres réplicas.

Tras 5 min a &0°C muere ol 99.99% de  la
poblacion, si se siembra sin NaCl y ¢l 99 9999% de
la poblacion si se siembra con NaCl.

4. CONCLUSTONES

Los resultados obtenidos en la aplicacion de
tratamientos  isoférmicos  sugieren  que  un
fratamiento  a  353"C  es  efective en la
termodestruccion de Lmonocyiogenes CETC 4032,
perd si es combinade con oftros factores de
inhibicion de crecimiento tales como NaCl al medio
de recuperacion, el tratamiento es mas efectivo,
produciendo una reducceion significativa en el valor
Ty el tiempo de tratamiento, siendo muy
interesante su evaluacion en un alimento. Caso
contrario para 60°C donde la reduceion es del 50%
sin la combinacion de otro factor de inhibicion v
del 90% en combinacion, siendo el tratamiento
propicio para ser evaluado en un alimento v
observar el comportamiento del microorzanismao.
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