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RESUMEN  

Listeria monocytogenes es un patógeno de gran interés para la industria de 

hortalizas congeladas. El intercambio de genes de resistencia a desinfectantes 

puede ocurrir entre especies no patógenas de Listeria y L. monocytogenes, 

favoreciendo la persistencia del patógeno en los ambientes de producción de 

alimentos. El objetivo de este proyecto fue determinar la prevalencia y distribución 

de Listeria spp. portadoras de genes de resistencia a compuestos de amonio 

cuaternarios (QACs) en un ambiente de producción de hortalizas congeladas y 

evaluar factores que influyen en la trasferencia de genes entre especies de Listeria. 

Se recolectaron 150 muestras ambientales en una empresa de hortalizas 

congeladas y se investigó la presencia de seis especies de Listeria (L. grayi, L. 

innocua, L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri y L. welshimeri) mediante 

técnicas microbiológicas y PCR Múltiplex. En las cepas de Listeria aisladas se buscó 

la presencia de los genes qacH y bcrABC mediante un ensayo de PCR y se evaluó 

la resistencia fenotípica de aislados de L. monocytogenes a QACs mediante 

pruebas de difusión en agar y reto microbiano. De las especies investigadas, se 

detectó a L. monocytogenes (15.3%), L. innocua (2.7%) y otras especies de Listeria 

(24.7 %); los genes bcrABC y qacH se encontraron en el 73.9 y 8.7 % de los aislados 

de L. monocytogenes respectivamente, mientras que solo se encontró el gen 

bcrABC en dos aislados de L. innocua. Los aislados de L. monocytogenes 

mostraron reducida susceptibilidad a QACs sin diferencias entre aislados 

portadores y no portadores de los genes bcrABC y qacH. Posteriormente se 

realizaron cultivos mixtos de L. innocua portadora del gen bcrABC y L. 

monocytogenes no portadora en caldo soya y extracto vegetal e incubaron a 4, 25 

y 36 0C. Se observó transferencia del gen bcrABC en el 7.9 % de las reacciones en 

caldo soya y extracto vegetal y con mayores porcentajes a 25 (4.6 %) y 36 0C (2.8 

%). En las cepas de L. monocytogenes receptoras del gen bcrABC se evaluó la 

resistencia fenotípica a QACs y no se observó mayor susceptibilidad en 

comparación con las cepas nativas no portadoras.  
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Palabras claves: Listeria, resistencia a QACs, transferencia de genes de resistencia 

ABSTRACT 

Listeria monocytogenes is a pathogen of great interest to the frozen vegetable 

industry. Transfer of disinfectant resistance genes can occur between non-

pathogenic Listeria spp. and L. monocytogenes, favoring the persistence of the 

pathogen in food production environments. The objective of this project was to 

determine the prevalence and distribution of Listeria spp. carrying genes for 

resistance to quaternary ammonium compounds (QACs) in a frozen vegetable 

production environment and to evaluate factors influencing gene transfer between 

Listeria species. We collected 150 environmental samples from a frozen vegetable 

company and investigated the presence of six Listeria species (L. grayi, L. innocua, 

L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri and L. welshimeri) using microbiological 

techniques and multiplex PCR. Listeria isolates were screened for the presence of 

qacH and bcrABC genes by PCR assay and phenotypic resistance of L. 

monocytogenes isolates to QACs was evaluated by agar diffusion and microbial 

challenge tests. Of the species investigated, L. monocytogenes (15.3%), L. innocua 

(2.7%) and other Listeria species (24.7 %) were detected; the bcrABC and qacH 

genes were found in 73.9 and 8.7 % of L. monocytogenes isolates, respectively, 

while only the bcrABC gene was found in two L. innocua isolates. L. monocytogenes 

isolates showed reduced susceptibility to QACs with no differences between isolates 

carrying and not carrying the bcrABC and qacH genes. Subsequently, mixed cultures 

of L. innocua carrying the bcrABC gene and non-carrier L. monocytogenes were 

grown in soy broth and plant extract and incubated at 4, 25 and 36 0C. Transfer of 

the bcrABC gene was observed in 7.9 % of the reactions in soy broth and vegetable 

extract and with higher percentages at 25 (4.6 %) and 36 0C (2.8 %). Phenotypic 

resistance to QACs was evaluated in the L. monocytogenes strains that received the 

bcrABC gene and no greater susceptibility was observed compared to native strains 

that were not carriers.  

Key words: Listeria, resistance to QACs, resistance gene transfer 
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1. INTRODUCCIÓN  

Las hortalizas constituyen un alimento fundamental en la dieta de los humanos por 

su alto contenido nutricional, baja densidad de calorías y grasas (OMS, 2018). 

Debido a que son alimentos altamente perecederos se emplean tecnologías como 

la congelación para prolongar su vida de anaquel. Los productos congelados 

pueden ser considerados de bajo riesgo microbiológico, ya que tratamientos como 

el escaldado y la congelación eliminan y reducen los peligros biológicos durante su 

procesamiento, no obstante, el incumplimiento de medidas de limpieza, 

desinfección y buenas prácticas de manufactura puede propiciar la contaminación 

de los alimentos con microorganismos patógenos. Entre los patógenos involucrados 

en brotes de enfermedad asociados al consumo de hortalizas congeladas se 

encuentra Listeria monocytogenes (CDC, 2023). 

L. monocytogenes pertenece al género Listeria y se considera la única especie 

patógena para los humanos. La infección por L. monocytogenes se denomina 

listeriosis, las manifestaciones clínicas dependen de la susceptibilidad del individuo, 

pueden presentarse infecciones focales moderadas, septicemia, meningitis y aborto 

en embarazadas (Fan et al., 2019). La tasa de incidencia de esta enfermedad es 

baja, sin embargo, la tasa de letalidad reportada varía entre un 20 y 40 %, por lo 

que representa un importante problema de salud pública (Muñoz-Gallego et al., 

2017). 

L. monocytogenes es una bacteria ubicua, que puede aislarse a partir de muestras 

de suelo, agua, materia vegetal y animales (Escartín, 2008). La principal vía de 

transmisión a los humanos son alimentos contaminados, principalmente carnes, 

lácteos, alimentos listos para el consumo, frutas y vegetales (Kurpas et al., 2018). 

Este patógeno puede persistir en ambientes de procesamiento de alimentos, debido 

a su ubicuidad, potencial psicrótrofo y capacidad para formar biopelículas. Esta 

última característica favorece su protección frente a compuestos antimicrobianos y 

desinfectantes (Giaorius et al., 2018; Duze et al., 2021).  
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Los compuestos de amonio cuaternario (QACs) son desinfectantes comúnmente 

usados en la industria alimentaria contra L. monocytogenes (Aryal & Muriana, 2019; 

Carrascosa et al., 2021). La resistencia de L. monocytogenes a QACs involucra 

diferentes mecanismos que incluyen la formación de biopelículas y la presencia de 

elementos genéticos móviles como plásmidos o transposones que contienen genes 

de resistencia a estos compuestos antimicrobianos. Entre los principales 

marcadores genéticos descritos sobresalen los genes qacH y bcrABC (Elhanafi et 

al., 2010; Müller et al., 2013 ).  

En un estudio reciente del grupo de trabajo, se identificó el gen bcrABC asociado a 

la resistencia a QACs en cepas de L. grayi, L. innocua, L. ivanovii y L. 

monocytogenes. Las cepas de L. innocua transfirieron el gen bcrABC a L. 

monocytogenes, aunque este no se expresó (Vega Iturbe, 2022). Esto demuestra 

que las cepas no patógenas de Listeria pueden constituir un reservorio importante 

de genes de resistencia y favorecer el intercambio genético entre especies del 

género Listeria (Carvalho et al., 2019). 

La información acerca de la transferencia y expresión de genes de resistencia a 

QACs entre especies de Listeria spp. es aún limitada. Por lo tanto, el objetivo del 

presente proyecto fue determinar la prevalencia y distribución de cepas de Listeria 

spp. portadoras de genes de resistencia a QACs en un ambiente de producción de 

hortalizas congeladas y evaluar factores que pueden influir en la transferencia de 

estos genes entre especies del género Listeria.  
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2. ANTECEDENTES   

2.1. Hortalizas  

Las hortalizas son cualquier planta herbácea cultivada generalmente en huertos o 

regadíos, que se pueden utilizar como alimento, ya sea crudo o cocinado; mientras 

que las verduras son las hortalizas en las que la parte comestible está constituida 

por sus órganos verdes (hojas, tallos, inflorescencia). El término hortaliza incluye a 

las verduras y a las legumbres verdes (Basulto et al., 2014).  

La composición química de las hortalizas varía significativamente según el tipo y la 

procedencia. De forma general el contenido acuoso oscila entre el 90 y 80 % y la 

materia seca del 10 al 20 %; sus componentes se distribuyen de la siguiente forma: 

3-20 % de hidratos de carbono, 1-5 % de compuestos nitrogenados, 0.6-2.5 % de 

fibra, 0.5-1.5 % de minerales y 0.1 a 0.9% de lípidos. El contenido de vitaminas 

oscila mucho de un tipo de hortaliza a otro, aunque siempre se encuentran en 

pequeña proporción sobresalen la provitamina A (beta caroteno), vitamina C, 

niacina, vitamina B1, vitamina B2 y los folatos; también contienen minerales como 

potasio, hierro y calcio; además de otros compuestos químicos en menores 

cantidades, como ácidos orgánicos, compuestos fenólicos, sustancias aromáticas y 

pigmentos (Mendoza et al., 2010). 

Las hortalizas, constituyen un alimento fundamental por su alto contenido 

nutricional, baja densidad de calorías y grasas contribuyendo a formar parte 

indispensable de la dieta de los humanos. Según la Organización Mundial de Salud 

(OMS) es recomendable el consumo de al menos 400 g o cinco porciones de frutas 

y verduras al día, lo que reduce el riesgo de desarrollar enfermedades no 

transmisibles y ayuda a garantizar una ingesta diaria suficiente de fibra dietética 

(OMS, 2018). 

Las hortalizas constituyen el séptimo producto de mayor producción en el mundo, 

con más de 275 millones de toneladas anuales (FAOSTAT, 2015). México ocupa el 

onceno lugar a nivel mundial en la producción de cultivos agrícolas, con una 

superficie cultivable de 24.6 millones de hectáreas destinadas a estos fines y una 
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producción de 268.6 millones de toneladas de productos agrícolas, así mismo se 

posiciona en el séptimo lugar como exportador a nivel mundial, destacando 

alimentos hortofrutícolas como aguacate, berries, jitomate, chile, brócoli, col, coliflor, 

entre otros alimentos (SIAP, 2022). 

Las hortalizas debido a su alto contenido acuoso y actividad enzimática, son 

alimentos altamente perecederos, lo que conlleva a la implementación de 

tecnologías para asegurar su conservación, aumentar su tiempo de vida útil y así 

disponer de estos productos durante cualquier época del año. Una de las 

tecnologías más empleadas para estos fines es la congelación que permite 

relentecer las reacciones de deterioro y la actividad microbiana, propicia la 

preservación de las características sensoriales y nutrimentales de este tipo de 

productos, además de disminuir en un 25 % el desperdicio estimado a nivel de 

consumidor (Stancu et al., 2016). 

2.1.1 Procesamiento de hortalizas congeladas. 

Las principales etapas para el procesamiento y producción de hortalizas congeladas 

incluyen: recepción de la materia prima, lavado y desinfección, cortado, escaldado, 

congelación, empaque, almacenamiento y transporte (Panadero et al., 2019). 

La recepción es una etapa fundamental durante el procesamiento, es necesario que 

los proveedores sean confiables y cumplan buenas prácticas agrícolas durante la 

cosecha, además durante esta etapa se debe realizar una adecuada selección y 

clasificación de la materia prima para asegurar su homogeneidad y calidad.  

Posterior a este paso, los productos hortofrutícolas deben ser lavados y 

desinfectados cuidadosamente para eliminar restos de tierra, plaguicidas, 

materiales extraños, además de disminuir la carga microbiana inicial del material 

vegetal (Vivek et al., 2019). 

El procesado mínimo de algunos productos hortícolas requiere de la eliminación de 

la piel y/o semillas y la reducción del tamaño o troceado; estas manipulaciones 

tienen gran influencia en la calidad final del producto vegetal cortado y deben 



5 
 

realizarse produciendo el menor daño posible, con el fin de reducir al máximo los 

cambios fisiológicos, bioquímicos y microbiológicos (Sharma et al., 2018). 

El escaldado es otra operación relevante realizada como paso previo a la 

congelación. Es un pretratamiento que permite la inactivación de enzimas, la fijación 

del color y destrucción de microorganismos; las técnicas más utilizadas actualmente 

son el escaldado en agua caliente o en vapor (van der Sman, 2020). El proceso de 

escaldado varía según el tipo de producto tratado, generalmente se emplean 

temperaturas de 75 - 95 °C durante 1–10 min aproximadamente (Zhan et al., 2018). 

Es un tratamiento que presenta varias ventajas como la estabilización de la textura, 

color, sabor, aroma y calidad nutricional, no obstante, si no se controla el tiempo y 

la temperatura durante este procedimiento, pueden verse afectada las 

características sensoriales del producto debido a pérdida de sólidos solubles y la 

generación de un sabor a cocido (van der Sman, 2020).  

Otra etapa importante en el procesamiento de productos hortofrutícolas es la 

congelación. En la actualidad para frutas y hortalizas se emplea la congelación por 

chorro de aire frío forzado en túneles de cinta transportadora, con temperaturas que 

oscilan entre -18 y -40 °C y velocidades del aire del orden de 1.0 m/s; la velocidad 

de congelación del producto depende de varios factores como el tamaño del 

alimento, el coeficiente de transferencia de calor del medio refrigerante y la 

temperatura del congelador (van der Sman, 2020). Es necesario el control de la 

temperatura tanto de congelación como de almacenamiento del producto final 

durante toda la cadena de producción, distribución y consumo, para evitar cambios 

fisiológicos y microbiológicos que repercutan en la calidad del producto (Neri et al., 

2020).  

El envasado es otra etapa determinante para prolongar la vida comercial de las 

frutas y hortalizas, ya que constituye una barrera física a la entrada de 

microorganismos u otros contaminantes y reduce la actividad respiratoria del tejido 

vegetal, lo que aumenta su vida de anaquel (Kader et al., 1989).  
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El consumo de hortalizas congeladas aumenta en todo el mundo debido a la 

globalización y al ajetreado estilo de vida, además de que son productos que 

pueden ser almacenados durante mucho tiempo y aun así conservar su valor 

nutricional. Según informes del Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera 

(SIAP) en el año 2016 en México se generó un total de 280 mil toneladas de 

productos vegetales congelados, destinados en su mayoría a la exportación (SIAP, 

2016).  

2.1.2 Microorganismos presentes en hortalizas congeladas 

Entre los microorganismos no patógenos reportados en hortalizas predominan 

bacilos Gram negativos aerobios como Enterobacter spp., Citrobacter spp., Halfnia 

alvei, Erwinia carotova, Pseudomonas spp., Flavobacterium sp., Proteus sp., 

Klebsiella sp., Xanthomonas sp., y Gram positivos como Lactobacillus sp., 

Enteroccus, Bacillus y Micrococcaceaea, también hongos como Alternaria spp., 

Cladosporium, Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Mucor, entre otros (Fernández 

Escartín, 2008). 

Las hortalizas durante las etapas de cosecha y procesamiento se encuentran 

expuestas a la contaminación con microorganismos patógenos, las principales 

fuentes de contaminación son la tierra, el agua de riego, el tipo de abono utilizado, 

la presencia de materia fecal humana o animal, la maquinaria y equipos. La 

naturaleza y abundancia de los microorganismos contaminantes como bacterias, 

hongos, virus y parásitos es muy variable entre los diferentes cultivos y productos 

(Fernández Escartín, 2008). 

Los microorganismos predominantes en las hortalizas congeladas son las bacterias 

acido lácticas, Leucnostoc y Streptococcus (Fernández Escartín, 2008). Dentro de 

los principales patógenos involucrados destacan norovirus, virus de la hepatitis A, 

Escherichia coli, Salmonella enterica y Listeria monocytogenes (Nasheri et al., 2019; 

Ortiz-Solà et al., 2020).  
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Desde el punto de vista microbiológico, no existen criterios establecidos 

específicamente para los productos congelados. La Unión Europea ha establecido 

algunos criterios microbiológicos para frutas y verduras precortadas listas para el 

consumo; por ejemplo, especifica un límite de tolerancia de L. monocytogenes de 

100 UFC/g de alimento; además, se incluyen criterios de higiene del proceso, 

especificando niveles aceptables de Escherichia coli (menos de 100 UFC/g de 

alimento) y ausencia de Salmonella en 25 g de alimento (EC, 2005). 

2.1.3 Brotes de enfermedad asociados al consumo de hortalizas congeladas 

En los EE. UU. los brotes de enfermedad más recientes asociados al consumo 

hortalizas congeladas han sido ocasionados por el patógeno L. monocytogenes. En 

2016 en EE. UU. se notificó un brote multiestatal de listeriosis con 9 personas 

infectadas y 3 muertes, el análisis epidemiológico reveló la presencia de L. 

monocytogenes en maíz congelado, así como en muestras ambientales de la 

empresa implicada; como medida fueron retirados un total de 450 productos de 

consumo procesados en las instalaciones implicadas (CDC, 2016).  

En 2018 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en 

inglés European Food Safety Authority) informó un brote de listeriosis asociado al 

consumo de maíz y otras verduras congeladas que afectó a Austria, Dinamarca, 

Finlandia, Suecia y el Reino Unido desde 2015. Se notificaron 47 casos de infección, 

de los cuales 9 personas fallecieron. Los estudios epidemiológicos detectaron la 

presencia de la misma cepa de Listeria que afectó a dos personas del brote en 

productos congelados como espinacas y judías verdes en una empresa húngara en 

2016, 2017 y 2018, por lo que sugirieron que las cepas persistieron en la planta de 

procesamiento a pesar de los procedimientos de limpieza y desinfección que se 

realizaron (EFSA, 2021). 

Los principales factores que pueden aumentar la contaminación y/o crecimiento de 

microorganismos patógenos durante el procesamiento de hortalizas congeladas son 

la calidad de las materias primas y del agua utilizada en el proceso, las condiciones 

higiénicas del entorno de procesamiento, las combinaciones de tiempo y 
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temperatura utilizadas para el escaldado, enfriamiento, congelación y 

almacenamiento. Adicionalmente, después de la producción diversos factores 

pueden influir en la sobrevivencia de los microorganismos patógenos como las 

características intrínsecas del alimento congelado, las condiciones de tiempo y 

temperatura durante el almacenamiento y descongelación, así como las 

condiciones de cocción aplicadas (EFSA, 2020). 

L. monocytogenes se reconoce como el patógeno más importante implicado en 

brotes de este tipo de alimentos debido a la severidad y letalidad de la enfermedad 

que produce. Además de los problemas de salud que genera, se producen daños 

económicos y financieros por la retirada de gran cantidad de productos 

contaminados; se estima que la pérdida económica por retiro es casi un promedio 

de 10 millones de dólares, también las marcas pueden resultar afectadas por 

pérdida de mercados y de la confianza de los consumidores (Cinar & Onbaşi, 2020).  

2.2 Género Listeria 

El género Listeria actualmente incluye 20 especies, que se subdividen en dos 

grupos: (i) Listeria sensu strictu, que incluye a L. monocytogenes, L. seeligeri, L. 

marthii, L. ivanovii, L. welshimeri y L. innocua; grupo (ii) Listeria sensu lato, que 

incluye las especies L. grayi, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. rocourtiae, 

L. floridensis, L. cornellensis, L. riparia, L. aquatica, L. grandensis, L. newyorkensis, 

L. goaensis, L. booriae, L. costaricensis y L. thailandensis (Nwaiwu, 2020). Esta 

división se basa en la relación de las especies con L. monocytogenes, la primera 

especie del género clasificada y las más relevante en términos de salud pública e 

impacto económico (Orsi & Wiedmann, 2016).  

Solamente L. monocytogenes y L. ivanovii son consideradas patógenas, la primera 

para el hombre y la segunda para bovinos y rumiantes (Velge & Roche, 2010). En 

la industria alimentaria suele emplearse la detección Listeria spp. como un grupo 

índice del patógeno L. monocytogenes y se usa L. innocua como microorganismo 

subrogado de L. monocytogenes debido a la similitud en el comportamiento, 

tolerancia y origen de las especies de Listeria (Hasani et al., 2020).  
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2.2.1 Listeria monocytogenes 

L. monocytogenes fue descubierta a principios de la década de 1920, como causa 

de una infección sistémica en cobayos y conejos (Murray et al., 1926). No obstante, 

su origen alimentario se demostró formalmente a mediados de la década de 1980, 

en el contexto de las investigaciones epidemiológicas de un gran brote en Canadá, 

que se relacionó con la ingestión de ensalada de col contaminada (Schlech et al., 

1983). 

Considerando los antígenos somáticos (O) y flagelar (H), las cepas de L. 

monocytogenes pueden ser clasificadas en más de 13 serotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c, 

3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), no obstante, sobresalen los serotipos 1/2b, 

1/2a y 4b como los involucrados en el 96% de las infecciones humanas reportadas 

(Matle et al., 2019).   

 L. monocytogenes es un bacilo Gram positivo, no esporulado y anaerobio 

facultativo. Características bioquímicas que permiten su identificación son la prueba 

de catalasa con reacción positiva, oxidasa negativa y la presencia de B hemólisis 

en agar sangre. Una particularidad que distingue a este patógeno es su notable 

potencial psicrótrofo, con capacidad de crecimiento a temperaturas desde 1 °C a 45 

°C, pH óptimo de 7.0 con límites de 4.5 a 8.0, actividad de agua óptima de 0.97 

aunque puede desarrollar en valores de hasta 0.93 y tolerancia a altas 

concentraciones de sal (Fernández Escartín, 2008).  

Es una bacteria ubicua, se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, se 

aísla a partir del suelo, agua, materia vegetal y animales, pero particularmente de 

los ecosistemas relacionados con el procesamiento y manejo en general de los 

alimentos (Fernández Escartín, 2008). La principal vía de transmisión a los humanos 

son alimentos contaminados, principalmente carnes, lácteos, alimentos procesados 

listos para el consumo, frutas y vegetales (Kurpas et al., 2018).  
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2.2.1.1 Patogénesis y factores de virulencia  

El tracto gastrointestinal es el primer sitio de entrada de L. monocytogenes al 

hospedero, al igual que otros patógenos, atraviesa la barrera intestinal y se 

multiplica en las células epiteliales, donde si el sistema inmunitario no es capaz de 

controlar eficientemente la infección, puede continuar su multiplicación y 

diseminación al torrente sanguíneo y ganglios linfáticos y posteriormente atravesar 

otras barreras fisiológicas como la hematoencefálica y la placentaria(Lecuit, 2020).  

El proceso infeccioso de L. monocytogenes comprende varias etapas como la 

adhesión e invasión de la célula hospedera, el escape de la vacuola fagocítica, 

multiplicación intracelular y proliferación extracelular (Vera et al., 2013). Durante 

este proceso, destaca su capacidad de multiplicación en células del sistema 

inmunitario como monocitos y macrófagos, la evasión de la fagocitosis y la 

multiplicación y diseminación entre las células (Lecuit, 2005).  

En una primera instancia, L. monocytogenes invade varios tipos de células, incluidas 

las células no fagocíticas, mediante la utilización de dos internalinas, InlA y InlB. La 

primera se une al receptor E-cadherina localizada en la superficie de varios tipos de 

células, incluyendo el enterocito, mientras que para InlB destaca el receptor para el 

factor de crecimiento de hepatocito (receptor Met), estas internalinas median la 

adhesión e internalización del patógeno a través del proceso de fagocitosis 

(Matereke & Okoh, 2020).  

 Una vez en el interior de la célula, la vacuola fagocítica es rápidamente lisada por 

la secreción de la toxina listeriolisina O, codificada por el gen hylA, la cual induce la 

formación de poros en el fagosoma, además actúan dos fosfolipasas C, 

fosfatidilinositol-PLC y fosfatidilcolina-PLC, codificadas por los genes 

plcA y plcB respectivamente, que le permiten escapar de la vacuola fagocítica hacia 

el citoplasma celular (Figura 1) (Sibanda & Buys, 2022). 
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En el citoplasma, L. monocytogenes se replica rápidamente y produce la proteína 

de superficie inductora del ensamblaje de actina (ActA), que facilita el movimiento 

intracelular, permitiendo la invasión a células vecinas; de esta manera, L. 

monocytogenes se replica y propaga dentro del hospedero evitando el espacio 

extracelular y evadiendo el sistema inmunitario (Disson et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

2.2.1.2 Listeriosis 

La infección por L. monocytogenes se denomina listeriosis, considerada una 

enfermedad transmitida por los alimentos (ETA). Las manifestaciones clínicas de la 

listeriosis dependen de la susceptibilidad de los individuos, se presentan desde 

infecciones focales moderadas (no invasiva) hasta infecciones graves (invasiva) 

como septicemia, meningitis y aborto o la listeriosis del recién nacido en pacientes 

perinatales (Fan et al., 2019). 

La listeriosis no invasiva se caracteriza por síntomas gastroentéricos y febriles leves 

como diarrea, fiebre, dolor de cabeza y dolor muscular, el período de incubación es 

de unos pocos días y afecta fundamentalmente a individuos sanos que han ingerido 

alimentos contaminados con una elevada concentración de L. monocytogenes 

(OMS, 2018a). 

Figura 1. Mecanismo de invasión y diseminación celular de L. monocytogenes. 

Tomado de Sibanda & Buys, 2022. 
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En el caso de la listeriosis invasiva, los grupos poblacionales de riesgo incluyen 

ancianos, niños, mujeres embarazadas y personas inmunodeprimidas donde la 

severidad de la enfermedad puede ser mayor (Lepe, 2020). La dosis infectante es 

variable, desde menos de 100 células hasta concentraciones mayores y depende 

de la cantidad de alimento contaminado consumido, la virulencia de la cepa 

bacteriana y la susceptibilidad del hospedero (Allard et al., 2019). 

La tasa de incidencia de listeriosis es baja comparada con otros patógenos 

como Salmonella spp. y E. coli, según la OMS la incidencia anual es de 0.1 a 10 

casos por millón (OMS, 2018a), sin embargo, es alarmante la elevada tasa de 

letalidad reportada que puede variar entre un 20 y 40 % (Muñoz-Gallego et al., 

2017).  El período de incubación de la enfermedad suele ser de una a dos semanas, 

pero incluso puede llegar hasta 90 días, lo que dificulta el estudio epidemiológico 

para identificar el alimento involucrado (OMS, 2018a).  

Según estimaciones del CDC (de sus siglas en inglés Centers for Disease Control 

and Prevention) en el periodo de 2015 a 2021 en EE. UU. se reportaron 51 brotes, 

446 enfermedades, 384 hospitalizaciones y 56 muertes asociados a este patógeno 

(CDC, 2023). En la Unión Europea la incidencia reportada de listeriosis es baja; en 

el año 2018 fue de 0.47 por 100,000 habitantes, en el 2020 se notificaron 5,146 

casos transmitidos por alimentos y agua (EFSA, 2021). Dentro de los alimentos 

frecuentemente involucrados en brotes de listeriosis en los últimos años sobresalen 

los listos para su consumo y vegetales frescos y congelados (CDC, 2023). 

En México la información sobre listeriosis es escasa, no es una enfermedad de 

declaración obligatoria, lo que limita el conocimiento real de la incidencia de este 

patógeno (Castañeda-Ruelas et al., 2014).  

2.3. Prevalencia de L. monocytogenes en alimentos 

L. monocytogenes es un patógeno que contamina comúnmente plantas de 

procesamiento de alimentos, puede encontrarse en materias primas, el medio 

ambiente, equipos y en el producto final. En un estudio realizado en 2013 en 
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Estonia, de un total de 21,574 muestras de alimentos analizadas, 554 resultaron 

positivas para L. monocytogenes, los productos contaminados con mayor 

frecuencia fueron carne cruda (18.70 %), ensaladas mixtas (18.50 %) y leche cruda 

(18.10 %) sobresaliendo el serotipo 1/2a en la mayoría de los aislamientos 

(Kramarenko et al., 2013).En Turquía en 2018 se notificó la prevalencia de L. 

monocytogenes (8.50 %), L. innocua (7.00 %), L. welshimeri (4.50 %) y L. 

seeligeri (0.50 %) en alimentos listos para consumo; L. monocytogenes se aisló con 

mayor frecuencia de alimentos como carne roja cocida (41.20 %), productos de pollo 

cocido (23.50 %), productos del mar (17.60 %), ensaladas de verduras (11.80 %) y 

productos lácteos (5.90 %) (Şanlıbaba et al., 2018). 

 Estudios más recientes reportan la prevalencia de L. monocytogenes en diferentes 

tipos de alimentos. Abdeen et al. (2021) reportaron en Egipto la presencia de este 

patógeno en alimentos como carne picada (14.00 %), filete de pescado (8.00 %), 

salchichas (6.00 %) y leche cruda (6.00 %). En otro estudio realizado en Polonia se 

reportó que la prevalencia de L. monocytogenes fue de 10.60 %, los alimentos de 

mayor contaminación fueron albóndigas (53.00 %), croquetas (45.50 %), ensaladas 

(5.20 %), sushi (20.00 %), sándwiches (20.00 %), productos de pescado (15.50 %) 

y productos vegetales como brotes (33.30 %) y zanahoria (10.00 %) (Szymczak et 

al., 2020). 

En México varios autores han reportado la presencia de L. monocytogenes tanto en 

alimentos como en superficies en los entornos de producción de alimentos. En un 

estudio realizado en 2012, se estableció la incidencia y distribución de este 

patógeno a lo largo del proceso de producción de una planta procesadora de 

hortalizas congeladas, se obtuvo una incidencia de Listeria spp. y L. monocytogenes 

de 10.04 y 6.69 %, 9.29 y 5.58 % y 28.78 y 27.27 % en producto, superficies de 

contacto directo y superficies de no contacto con el producto alimenticio 

respectivamente (Godínez Oviedo et al., 2012). En el 2019 se notificó la presencia 

de L. monocytogenes en lomo de cerdo (15.90 %) y en superficies inertes (20.80 %) 

en mataderos Tipo Inspección Federal (FIT) en Sonora (Figueroa-López et al., 
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2019); en el 2021 se reportó la presencia de L. monocytogenes en queso fresco 

(3.33 %), así como su aislamiento de un tanque de leche a granel (Soria-Herrera et 

al., 2021). También la presencia del patógeno en aguacates Hass comercializados 

en un mercado de Guadalajara, se obtuvieron aislamientos de Listeria spp. (13.80 

%), L. monocytogenes (8.00 %), L. innocua (7.60 %), L. welshimeri (1.30 %) y L. 

grayi (0.90 %) (García-Frutos et al., 2020).  

2.4 Persistencia de L. monocytogenes en entornos de procesamiento de alimentos 

La persistencia de L. monocytogenes en los entornos de procesamiento de 

alimentos se considera un factor determinante que propicia la contaminación de los 

alimentos. Se ha descrito que este patógeno puede persistir incluso por meses o 

años, lo que trae como consecuencia una contaminación recurrente a los productos 

alimenticios y constituye, por tanto, un problema relevante de inocuidad alimentaria 

(Ferreira et al., 2014). Este patógeno se ha aislado de varios lugares en el entorno 

de producción de alimentos, como mataderos, desagües, cintas transportadoras, 

congeladores, ahumaderos, maquinarias de corte y envasado, pisos, paredes, 

pediluvios y conductos de aire (Møretrø & Langsrud, 2004). 

 La persistencia de L. monocytogenes suele asociarse con inadecuadas prácticas 

de higiene y una incorrecta implementación de procedimientos operativos 

estándares de saneamiento (Dufour, 2011). Las dificultades para eliminar 

completamente células adheridas a superficies de difícil limpieza y desinfección 

dentro del entorno alimentario, propician la sobrevivencia y eventual desarrollo del 

microorganismo patógeno. Esta posible explicación es la más aceptada y no la 

teoría de que pueda haber presencia de cepas con características únicas que le 

permitan su persistencia en estos entornos (Carpentier & Cerf, 2011).  

Por otro lado, otros autores argumentan que la persistencia bacteriana está 

probablemente relacionada con la formación de biopelículas, condición que le 

confiere resistencia frente a diferentes factores estresantes como elevadas 

temperaturas, bajo pH, desecación, rayos ultravioletas y salinidad (Mazaheri et al., 

2021). Estudios realizados han sugerido que cepas persistentes muestran una 
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mayor capacidad de formación de biopelículas en relación con las no persistentes 

(Borucki et al., 2003). 

2.4.1 Formación de biopelículas como mecanismo de persistencia 

Las biopelículas son agregados de células bacterianas adheridas entre sí a 

superficies o interfases, mediante la autoproducción de polímeros extracelulares 

(William Costeton et al., 1995). El proceso de formación de biopelículas implica 

varios pasos como la adhesión y deposición sobre la superficie, la secreción de 

sustancias poliméricas extracelulares (EPS), la maduración y dispersión de la 

biopelícula (Figura 2) (Giaouris & Simões, 2018). 

La adhesión de las células bacterianas a la superficie es un proceso fundamental 

que se ve influenciado por varios factores como las propiedades químicas y físicas 

de la superficie celular, del sustrato y la composición del medio circundante 

(Chmielewski & Frank, 2003). La presencia de estructuras en la superficie celular 

como flagelos, pilis, adhesinas y cápsula, así como la concentración bacteriana 

inicial; además las características de la superficie como carga, hidrofobicidad, 

topografía, presencia de materia orgánica y condiciones ambientales de pH, 

temperatura, nutrientes y humedad son factores que pueden influir en una mayor 

adhesión (Zhang et al., 2021; Lezzoum-Atek et al., 2019). 

Figura 2. Proceso de formación de biopelículas. Tomado de Giaouris & Simões, 

2018. 
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Posterior a la adhesión, las células bacterianas se desarrollan en microcolonias 

como resultado de la agregación, proliferación celular y la producción de EPS 

(Chmielewski & Frank, 2003). En biopelículas maduras, el EPS representa más del 

90 % de la materia seca, esta matriz está compuesta de polisacáridos, ácidos 

nucleicos, proteínas, lípidos y otros biopolímeros (Colagiorgi et al., 2017; Flemming 

& Wingender, 2010). El EPS producido forma una red polimérica tridimensional que 

interconecta e inmoviliza las células en la biopelícula y las protege contra agresiones 

externas; también está relacionado con la comunicación célula-célula y la 

degradación de sustancias (Colagiorgi et al., 2016).  

La composición y cantidad de EPS varía según el género y la especie bacteriana, 

lo que puede determinar la forma y estructura de la biopelícula (Costa et al., 2018). 

Las biopelículas pueden desarrollarse como una estructura organizada durante la 

maduración; pueden exhibir una estructura de monocapa o microcolonias de 

múltiples capas, con canales para la distribución de nutrientes y moléculas de 

señalización dentro de esta estructura (Sauer et al., 2022).  

A partir de biopelículas maduras puede ocurrir la dispersión de células a otras 

superficies, lo que permite la formación de nuevas microcolonias en otros sustratos 

(Toyofuku et al., 2015). La dispersión puede ser de forma activa donde el 

desprendimiento de las células ocurre como respuesta a cambios en el entorno, 

como el estrés antimicrobiano, la presencia de enzimas que degraden la matriz y 

falta de nutrientes, o de forma pasiva mediada por fuerzas externas como las 

fuerzas de corte o erosión (Flemming et al., 2016).  

Las células se encuentran densamente empaquetadas en las biopelículas, donde 

se genera una acumulación de moléculas de señalización, metabolitos y productos 

de secreción y además ocurre cierta comunicación celular mediada 

fundamentalmente por el sistema del Quorung Sensing (QS), que les permite a las 

bacterias regular la expresión de genes en respuesta a la densidad celular (Fuqua 

et al., 1994).  
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El QS contribuye a la formación y mantenimiento de un alto grado de organización 

entre las comunidades bacterianas en la biopelícula; mediante este sistema las 

células regulan su metabolismo y se comunican al sintetizar y detectar pequeñas 

moléculas de señalización llamadas autoinductores (Skandamis & Nychas, 2012). 

Estas moléculas de señalización regulan la expresión de genes relacionados con el 

desarrollo, competencia, motilidad y virulencia de especies bacterianas dentro de la 

biopelícula (Saxena et al., 2019). 

La formación de biopelículas ofrece importantes ventajas a los microorganismos. En 

primer lugar, la protección contra condiciones adversas del medio ambiente como 

compuestos químicos antimicrobianos, estrés nutricional y oxidativo, tratamientos 

térmicos y ácidos, exposición a la luz ultravioleta, cambios de pH, choque osmótico, 

desecación, además de favorecer la sobrevivencia ante baja disponibilidad de 

nutrientes (Bridier et al., 2015; Jefferson, 2004). En segundo lugar, promueve la 

adquisición de nuevos rasgos genéticos mediante la transferencia horizontal de 

genes entre las comunidades bacterianas en la biopelícula (Madsen et al., 2012). 

Las biopelículas formadas en las superficies en contacto con los alimentos 

representan un relevante problema en la industria alimentaria, pues constituye una 

fuente de contaminación persistente de bacterias patógenas al alimento, lo que 

conduce a la transmisión de enfermedades y a una disminución de la vida útil de los 

productos (Giaouris & Simões, 2018). Además de la importante repercusión en el 

contexto de la salud pública, también trae como consecuencia daños económicos, 

estimados como más de 50,000 millones de dólares anuales solo en los EE. UU. 

(Scharff, 2012). 

2.4.2 Formación de biopelículas por L. monocytogenes  

L. monocytogenes muestra alto potencial de adhesión a gran variedad de 

superficies en contacto con alimentos como poliestireno, polipropileno, vidrio, acero 

inoxidable, cuarzo, mármol y granito, pudiendo alcanzar concentraciones de 104 –

107 UFC/cm2 (Gram et al., 2007; Silva et al., 2008). Se ha notificado su aislamiento 

de diferentes lugares del ambiente de producción como mataderos, desagües, 
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cintas transportadoras, congeladores, ahumaderos, maquinaria de corte y 

envasado, pisos, paredes y conductos de aire (Møretrø & Langsrud, 2004). 

La capacidad de formación de biopelículas de L. monocytogenes difiere entre 

cepas, las que pueden ser clasificadas como productoras de biopelículas débiles, 

moderadas y fuertes (Harvey et al., 2007). Las biopelículas de L. monocytogenes 

pueden exhibir diferentes características fenotípicas según las condiciones de 

cultivo, en condiciones estáticas se observan como una capa homogénea de células 

y/o microcolonias con una morfología similar a la de las células planctónicas, 

mientras que en condiciones de flujo continuo se visualizan microcolonias de forma 

esférica rodeadas por una red de cadenas tejidas de células alargadas (Rieu et al., 

2008).  

La formación de biopelículas de L. monocytogenes varia significativamente de 

acuerdo a las diferentes condiciones de crecimiento como temperatura y sustrato;  

se ha descrito que muestra una capacidad de adhesión rápida de solo pocas horas 

en superficies de acero inoxidable, también muestra mayor capacidad de formación 

de biopelículas a temperaturas de 4, 12 y 22 °C en superficies de vidrio en 

comparación con poliestireno y acero inoxidable, mientras que a 37 °C es similar la 

capacidad de formación en acero inoxidable y vidrio y menor en poliestireno (Di 

Bonaventura et al., 2008). 

Además de las condiciones ambientales, la expresión de determinantes 

moleculares como factores de motilidad (flagelos y fimbrias), sistemas de 

transducción de señales como el sistema LuxS y el sistema de señalización del QS 

mediado por péptidos Agr, exopolímeros, la proteína asociada a biopelícula (BapL) 

y segundos mensajeros como el diguanilato cíclico (c-di-GMP) parecen contribuir a 

una mayor capacidad de formación de biopelícula en L. monocytogenes (Renier et 

al., 2011). 

También las interacciones que se establecen en biopelículas mixtas entre diferentes 

géneros bacterianos y L. monocytogenes influye de manera positiva o negativa en 
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su crecimiento en la biopelícula; puede ocurrir competencia por nutrientes o 

secreción de agentes antimicrobianos como bacteriocinas que pueden inhibir el 

desarrollo de L. monocytogenes (Guillier et al., 2008). También se ha descrito que 

la presencia de microorganismos como Staphylococcus y 

Pseudomonas spp. pueden influir positivamente, al contrario de otros géneros como 

Bacillus spp. que pueden inhibir la adhesión y formación de biopelículas de 

múltiples cepas L. monocytogenes (Mazaheri et al., 2020).   

La formación de biopelículas de L. monocytogenes favorece su protección contra 

gran variedad de factores, como rayos ultravioletas, metales tóxicos, ácidos, 

desecación, salinidad, compuestos antimicrobianos y desinfectantes (Bucur et al., 

2018). Se ha asociado la formación de biopelículas a una mayor resistencia a 

agentes antimicrobianos, debido probablemente a limitaciones de difusión y 

penetración del compuesto a través de la matriz de la biopelícula, donde células en 

las capas inferiores están expuestas a concentraciones muy por debajo de las 

concentraciones mínimas inhibitorias (Abdallah et al., 2014). También puede haber 

una expresión alterada de genes, transferencia de genes de resistencia a agentes 

antimicrobianos o mutaciones, lo que aumenta en general la resistencia a los 

antimicrobianos y limita la eficacia de estos compuestos contra este patógeno, 

posibilitando la persistencia del L. monocytogenes durante largos períodos de 

tiempo en los ambientes de producción de alimentos (Banerji et al., 2022; Matereke 

& Okoh, 2020).  

2.4.3 Control de biopelículas de L. monocytogenes en la industria alimentaria 

Se han implementado diferentes estrategias para el control y erradicación de 

biopelículas de L. monocytogenes en la industria alimentaria, estas se basan 

fundamentalmente en la inhibición de la adherencia y colonización de superficies, la 

interferencia con las señales moleculares que modulan el crecimiento de las 

biopelículas y la desintegración de la matriz de EPS (Da Silva & De Martinis, 2012).  

El control de biopelículas de L. monocytogenes en plantas de procesamiento de 

alimentos se realiza principalmente mediante métodos de limpieza y desinfección 
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de equipos y superficies, no obstante, estos métodos convencionales son más 

efectivos contra células bacterianas depositadas recientemente en la superficie que 

sobre las células sésiles (Fagerlund et al., 2017).  

Actualmente se investigan nuevas herramientas basadas en enzimas y 

bacteriófagos, como agentes de control biológico contra biopelículas en ambientes 

de procesamiento de alimentos. Estudios recientes con tratamientos enzimáticos 

han mostrado reducciones de aproximadamente 6.9 log UFC/cm2 para cepas de L. 

monocytogenes (Mazaheri et al., 2020). También se ha descrito la utilización de 

bacteriófagos con reducciones considerables en la población de L. monocytogenes 

en alimentos y superficies (Figueiredo & Almeida, 2017; Sadekuzzaman et al., 

2017); no obstante, hay relativamente poca información disponible sobre estas 

herramientas. 

También el uso de péptidos antimicrobianos como bacteriocinas y compuestos 

naturales como los aceites esenciales y extractos de hierbas pueden contribuir a 

controlar la adhesión inicial y la formación de biopelículas por parte de L. 

monocytogenes en superficies abióticas en contacto con alimentos (Desai et al., 

2012; Winkelströter et al., 2011). 

Los inhibidores de QS también se han descrito como herramientas de biocontrol 

importantes contra biopelículas; el proceso de inhibición puede ser por diferentes 

mecanismos como la inhibición de la síntesis, transporte y secreción de moléculas 

autoinductoras como furanonas halogenadas, N-acil homoserina lactonas y 

acilasas; se ha sugerido la utilización de estos compuestos en combinación con 

otras estrategias de control como enzimas y surfactantes para aumentar su 

eficiencia (Giaouris & Simões, 2018). 

Las estrategias de biocontrol actuales contra biopelículas de L. monocytogenes 

parecen prometedoras, no obstante, su implementación resulta costosa, limitando 

su utilización. Sin embargo, una adecuada implementación de procedimientos de 

limpieza y desinfección, buenas prácticas de higiene (BPH), buenas prácticas de 
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manufactura (BPM), procedimientos estandarizados de saneamiento (POES) y un 

plan de Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP de sus siglas en 

inglés Hazard Analysis and Critical Control Points) constituyen una estrategia 

efectiva para evitar el establecimiento de microorganismos en los ambientes de 

producción de alimentos (Ferreira et al., 2014). 

2.5 Desinfectantes en la industria alimentaria 

La desinfección es el proceso que consiste en la eliminación de microorganismos 

patógenos mediante el uso de agentes químicos o físicos. En la industria alimentaria 

los desinfectantes se utilizan para controlar, reducir e inactivar patógenos 

transmitidos por los alimentos y reducir los microorganismos de importancia para la 

salud pública a niveles considerados seguros (Denyer & Stewart, 1998). 

Los desinfectantes pueden clasificarse como bactericidas si provocan la muerte del 

microorganismo o bacteriostáticos si solo limitan su desarrollo. Su mecanismo de 

acción es amplio, pueden destruir la pared celular, causar daños a nivel 

citoplasmático, la oxidación de biomoléculas como enzimas, proteínas, ácidos 

nucleicos, también pueden inhibir el transporte activo de diferentes sustancias a 

través de la membrana y causar la desnaturalización e inhibición de la síntesis de 

enzimas involucradas en el metabolismo microbiano (Skowron et al., 2018). 

Muchos factores podrían afectar su eficiencia, como, por ejemplo: el tipo y 

concentración del desinfectante, el tiempo de exposición, los microorganismos 

objetivo, el tipo de superficie, el pH, la presencia de residuos de alimentos o materia 

orgánica, la temperatura y la humedad relativa (Cappitelli et al., 2014).  

Un desinfectante ideal debe ser de amplio espectro y efectividad, rápida acción, fácil 

de preparar, soluble en agua, estable en el tiempo y en las disoluciones, compatible 

con el medio ambiente, no corrosivo, no tóxico, seguro para su uso y económico 

(Yoo, 2018). 

Existen diferentes tipos de desinfectantes empleados en los entornos de 

procesamiento de alimentos con diferente eficacia y modo de acción. Los 
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desinfectantes más utilizados en los programas de desinfección incluyen agentes 

oxidantes como compuestos a base de halógeno, ácido peracético, ozono y 

peróxido de hidrógeno, soluciones a base de cloro, que incluyen cloro líquido, 

hipocloritos y cloraminas y compuestos tensoactivos como compuestos de amonio 

cuaternario (QACs). Las soluciones a base de cloro y QACs como el cloruro de 

benzalconio son los más comúnmente usados en la industria alimentaria contra L. 

monocytogenes (Carrascosa et al., 2021;  Aryal & Muriana, 2019). 

2.5.1 Compuestos de amonio cuaternario 

Los QACs están clasificados dentro del grupo de los tensioactivos catiónicos. Su 

estructura química general comprende una porción catiónica compuesta por un 

átomo de nitrógeno unido a cuatro cadenas alquílicas y una porción aniónica de 

cloruro o bromuro generalmente (Mohapatra et al., 2023).  

Los QACs se clasifican en función de la naturaleza de los grupos alquílicos, la 

ramificación de la cadena carbonada y la presencia de grupos aromáticos; estas 

variaciones pueden afectar la actividad antimicrobiana del compuesto en términos 

de dosis y acción contra diferentes grupos de microorganismos, por ejemplo, 

longitudes de grupo metilo de 12 y 16 carbonos suelen mostrar la mayor actividad 

antimicrobiana (Gerba, 2015). 

Los principales QACs utilizados en la desinfección en la industria alimentaria 

incluyen el cloruro de benzalconio o cloruro de alquildimetil bencil amonio que 

contiene una mezcla de moléculas con longitudes de cadena de 12 y 16 carbonos, 

cloruro de estearalconio, cloruro de isotiazolio benzalconio, cloruro/bromuro de 

cetrimonio (cetrimida), cloruro de cetilpiridinio y cloruro de didecildimetilamonio 

(DeLeo et al., 2020). 

La actividad antimicrobiana de los QACs se basa en la interacción con fosfolípidos 

de membrana y proteínas bacterianas estructurales, la desestabilización de la 

estructura celular provocando la salida de material intracelular como moléculas de 

bajo peso molecular, proteínas y ácidos nucleicos, resultando en una lisis rápida de 
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la célula. Estos compuestos han mostrado un amplio espectro de actividad 

antimicrobiana y se utilizan generalmente en concentraciones que varían de 50 a 

500 ppm (Chapman, 2003). 

Los QACs son agentes tensioactivos estables, de baja toxicidad, altamente solubles 

en compuestos polares y estables en presencia de materia orgánica, lo que los hace 

muy adecuados para su uso en la industria alimentaria (Bureš, 2019).  

Se ha demostrado la eficacia de los desinfectantes a base de QACs contra L. 

monocytogenes, no obstante, varios factores pueden reducir su efectividad, como 

la presencia de materia orgánica, el crecimiento de biopelículas, una limpieza 

insuficiente antes de la desinfección y/o un enjuague inadecuado después de este 

proceso, lo que expone a las bacterias a concentraciones subletales del 

desinfectante y podría conducir a una presión selectiva para la adquisición de genes 

de resistencia o a la adaptación de bacterias inicialmente susceptibles (Aarestrup et 

al., 2007; Aase et al., 2000). 

2.6 Resistencia bacteriana a desinfectantes 

En la industria alimentaria, la resistencia es la capacidad de un microorganismo de 

crecer o sobrevivir a una mayor concentración de un compuesto tóxico en 

comparación con la mayoría de las cepas dentro de una especie o género 

(Sundheim et al., 1998).  

La resistencia de los microorganismos a los desinfectantes incluye dos mecanismos 

fundamentales: la resistencia intrínseca y adquirida. La resistencia intrínseca es la 

capacidad natural de las células bacterianas de presentar una menor sensibilidad a 

un agente específico, debido a alteraciones fenotípicas, bombas de expulsión del 

compuesto antimicrobiano y la inactivación del desinfectante; mientras que la 

resistencia extrínseca o adquirida resulta de cambios genéticos en una célula 

bacteriana, debido a mutaciones o a la adquisición de elementos genéticos móviles 

como plásmidos y transposones (Russell, 1999).  
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La resistencia que adquieren las bacterias inmersas en biopelículas a los 

desinfectantes se considera una forma de resistencia fenotípica, ya que es inducida 

principalmente por una adaptación fisiológica al modo de vida de la biopelícula y 

puede perderse o reducirse notablemente cuando las células vuelvan al estado 

planctónico (Rodríguez-López et al., 2018).  

Otro mecanismo de resistencia intrínseco se debe a la presencia de bombas de 

expulsión ubicadas a nivel de membrana celular, que captan al compuesto 

antimicrobiano y lo expulsan hacia el exterior celular, evitando su acción. También 

puede ocurrir la inactivación del desinfectante por reacciones enzimáticas, debido a 

modificaciones estructurales en el sitio de acción, limitándose la interacción entre el 

desinfectante y la superficie celular (Mc Carlie et al., 2020). 

En el caso de la resistencia adquirida, los mecanismos de transferencia de genes 

de resistencia a desinfectantes no están tan esclarecidos, no se conoce del todo si 

los elementos genéticos pueden transferirse a través conjugación, transducción o 

transformación (Partridge et al., 2018). Los elementos genéticos  

como  transposones , secuencias de inserción , integrones y casetes de genes 

pueden moverse dentro o entre moléculas de ADN,  mientras que entre bacterias 

puede haber transferencia de secuencias de inserción, plásmidos y bacteriófagos 

portadores de genes de resistencia (Figura 3). Las interacciones entre estos 

elementos genéticos móviles es un punto clave que puede causar la rápida 

aparición de resistencia bacteriana a los desinfectantes (Partridge et al., 2018).  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/transposon
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-insertion-sequence
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gene-cassette
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S136876461930069X#fig0005
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Figura 3. Elementos genéticos movilizados por transferencia horizontal intracelular 

e intercelular de genes entre una célula donante y una célula receptora. Tomado de 

Partridge et al. (2018). 

2.6. Resistencia de L. monocytogenes a compuestos de amonio cuaternario 

La resistencia a los desinfectantes de células de L. monocytogenes inmersas en 

biopelículas puede asociarse a una menor penetración del desinfectante en la 

biopelícula, a una fisiología alterada de las células de la biopelícula, a la protección 

en biopelículas de especies mixtas o a la ocurrencia de células persistentes (Yuan 

et al., 2021). Las cepas de L. monocytogenes que son resistentes a los QACs 

pueden formar incluso biopelículas más rápido que las cepas sensibles, lo que 

aumenta la probabilidad de su supervivencia (Nakamura et al., 2013). 

La resistencia de L. monocytogenes a estos compuestos antimicrobianos conlleva 

a alteraciones fenotípicas como el estado viable no cultivable (VBNC) y 

modificaciones en su superficie celular (Mereghetti et al., 2000; Noll et al., 2020). Se 

ha descrito que dicha resistencia está determinada genéticamente en lugar de una 

adaptación fenotípica (Noll et al., 2020).  

La transferencia horizontal de genes asociados con la resistencia a QACs entre 

especies no patógenas del género Listeria como L. innocua y L. welshimeri a L. 

monocytogenes puede ocurrir, e ilustra que las cepas no patógenas encontradas 
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comúnmente en plantas de procesamiento de alimentos y que están expuestas con 

mayor frecuencia al desinfectante, pueden constituir un reservorio importante de 

genes de resistencia (Carvalho et al., 2019). 

Las cepas de L. monocytogenes con resistencia genotípica a los QACs pueden 

tener mutaciones que conducen a una reducción de la permeabilidad celular 

(Mereghetti et al., 2000). Por ejemplo, las cepas resistentes pueden tener 

modificaciones en los ácidos grasos y fosfolípidos de la membrana (Fox et al., 

2011), que puede conducir a una superficie celular más aniónica e hidrofóbica, lo 

que dificulta que los QACs atraviesen la membrana y entren en la célula (Bonazzi 

et al., 2009). 

La tolerancia de L. monocytogenes al cloruro de benzalconio varía entre las cepas 

(Aase et al., 2000; Mereghetti et al., 2000; Heir et al., 2004). Los mecanismos 

involucrados en la alta tolerancia de Listeria a los QACs no están muy esclarecidos 

del todo, sin embargo, se conoce de la presencia de determinantes genéticos y de 

sistemas de bombas de expulsión que han sido encontrados en la mayoría de los 

aislamientos resistentes (Martínez-Suárez et al., 2016).  

Se han identificado varios genes de resistencia a QACs encontrados generalmente 

en elementos genéticos móviles como plásmidos o transposones y que codifican 

para proteínas responsables de la expulsión de estos compuestos antimicrobianos. 

Entre los principales marcadores genéticos descritos sobresalen los genes qacH y 

bcrABC ( Elhanafi et al., 2010; Müller et al., 2013). 

Los genes de resistencia a QACs denominados qacA y qacB se encuentran en 

plásmidos grandes y codifican la parte proteica de la superfamilia de facilitadores 

principales (MFS), mientras que los genes denominados smr, qacG, qacH y qacJ se 

encuentran en plásmidos pequeños de menos de 3 kb y codifican la parte proteica 

de la familia de resistencia a multifármacos (SMR). Todas las proteínas codificadas 

por estos genes de resistencia están incrustadas en la membrana (Bragg et al., 

2014). 
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El casete bcrABC se identificó por primera vez en un plásmido grande (pLM80) 

identificado en las cepas implicadas en el brote de listeriosis de perros calientes de 

1998-1999. Este casete parece ser parte de un transposón compuesto que también 

incluye genes que confieren resistencia al cadmio (Figura 4) (Elhanafi et al., 2010). 

Varias investigaciones han reportado la transferencia del plásmido que contiene al 

gen bcrABC entre especies de Listeria spp. (Katharios-Lanwermeyer et al., 2012). 

En un estudio reciente se determinó la presencia de los genes qacH y bcrABC en 

cepas de Listeria spp. aisladas a partir de muestras ambientales colectadas en una 

planta procesadora de hortalizas congeladas. En dicha investigación no se detectó 

la presencia del gen qacH, mientras que el gen bcrABC estuvo presente en el 46 % 

de las cepas, específicamente en cepas de L. grayi (43 %), L. innocua (45 %), L. 

ivanovii (40 %) y L. monocytogenes (52 %); cepas de L. innocua transfirieron el gen 

bcrABC a L. monocytogenes, aunque este no se expresó de manera fenotípica bajo 

las condiciones experimentales (Vega Iturbe, 2022).  

La tolerancia de Listeria spp. a estos compuestos se ha asociado también a la 

sobreexpresión de bombas de eflujo endógenas debido a mutaciones en elementos 

reguladores, lo que puede ocurrir debido a la exposición a los QACs o al estrés 

Figura 4. Organización genética de la región del casete de resistencia bcrABC en 

el plásmido pLM80 de L. monocytogenes. Tomado de Elhanafi et al. (2010) 
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inducido por estos compuestos (Tezel y Pavlostathis, 2015). Estas bombas suelen 

estar codificadas cromosómicamente y afectan a un amplio espectro de compuestos 

antimicrobianos; se conoce de dos genes endógenos que codifican para bombas de 

expulsión de múltiples fármacos (genes mdrL y lde) (Martínez-Suárez et al., 2016).  

La bomba de eflujo MdrL puede extruir antibióticos, metales pesados y bromuro de 

etidio (EtBr) y la bomba Lde está asociada con la resistencia a las fluoroquinolonas, 

naranja de acridina y al EtBr; estudios han reportado la sobreexpresión de estos 

genes en cepas resistentes a QACs (Blair et al., 2014). No obstante, en otras 

investigaciones se ha indicado que la presencia de estos genes no parece ser 

suficiente para impartir resistencia a los desinfectantes o antibióticos, si no que 

están involucrados en la adaptación de cepas sensibles de L. monocytogenes a 

cloruro de benzalconio y a otros QACs (Romanova et al., 2006). En otro estudio 

también se observó que la expresión del gen emrE que codifica también para una 

bomba de expulsión de compuestos antimicrobianos puede aumentar la tolerancia 

de L. monocytogenes a los QACs (Kovacevic et al., 2016).  

A pesar de los múltiples estudios ya realizados, no queda del todo esclarecido el 

papel que desempeñan exactamente los determinantes genéticos identificados 

hasta el momento en la resistencia de L. monocytogenes a QACs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00638/full#B67
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 3. JUSTIFICACIÓN 

El consumo de hortalizas congeladas aumenta notablemente en el mundo, al igual 

que el número de brotes de enfermedad asociados a este tipo de productos, 

sobresaliendo L. monocytogenes como uno de los patógenos de mayor relevancia 

por la letalidad de la enfermedad que ocasiona en personas susceptibles.  

L. monocytogenes es una bacteria ubicua, psicrótrofa y con capacidad de formación 

de biopelículas en variadas superficies. Esta potencial capacidad, limita la acción 

de desinfectantes como los QACs, debido a una limitada difusión y penetración de 

estos compuestos en las células y a la transferencia de genes de resistencia entre 

las poblaciones bacterianas inmersas en las biopelículas. 

Las especies no patógenas de Listeria también colonizan frecuentemente los 

ambientes de producción de alimentos y se ha descrito la posibilidad de intercambio 

de genes de resistencia a QACs entre especies de Listeria spp., lo que podría 

favorecer la persistencia de la especie patógena en los entornos de procesamiento 

de alimentos. 

Hasta el momento, la información sobre los mecanismos de transferencia y 

expresión de genes de resistencia a QACs, no está del todo esclarecido. Por lo 

tanto, es necesario realizar más estudios para establecer si la presencia, 

transferencia y expresión de estos genes es determinante en la resistencia 

bacteriana a estos desinfectantes, lo que permitiría mejorar el control del patógeno 

L. monocytogenes en la industria alimentaria. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general  

Determinar la prevalencia y distribución de cepas de Listeria spp. portadoras de 

genes de resistencia a QACs en un ambiente de producción de hortalizas 

congeladas y evaluar factores que influyen en la trasferencia de genes entre 

especies del género Listeria.  

4.2 Objetivos específicos 

1. Determinar la prevalencia y la distribución de cepas de Listeria spp. en un 

ambiente de producción de hortalizas congeladas. 

2. Detectar la presencia de genes asociados con la resistencia a QACs en cepas 

de Listeria spp. 

3. Evaluar la resistencia fenotípica a QACs de cepas de L. monocytogenes 

portadoras y no portadoras de genes de resistencia al desinfectante. 

4. Evaluar el efecto de la temperatura y substrato en la probabilidad de 

transferencia de genes de resistencia a QACs entre cepas de Listeria spp. y L. 

monocytogenes en cultivos mixtos. 

5. Evaluar la resistencia fenotípica a QACs de cepas de L. monocytogenes 

receptoras de genes de resistencia al desinfectante.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Descripción del sitio de muestreo 

Este estudio se realizó en colaboración con una empresa mexicana dedicada a la 

producción de alimentos congelados: frutas, verduras y productos elaborados. La 

empresa procesa hortalizas como brócoli, coliflor, espinaca, zanahoria, entre otros 

destinados principalmente a la exportación. El procesamiento de hortalizas 

congeladas incluye diferentes pasos que se muestran en la Figura 5.  

 

 

 

 

Figura 5. Etapas de la producción de hortalizas congeladas. 

La desinfección de superficies inertes como pisos y paredes se lleva a cabo 

mediante la aplicación de detergentes y desinfectantes como ácido peracético y 

sales cuaternarias de amonio fundamentalmente.   

5.2 Recolección de muestras ambientales  

Primeramente, se desarrolló una evaluación observacional dentro de la empresa 

para conocer el proceso de producción y se establecieron puntos de muestreo en 

las áreas de procesamiento de corte y vaciado, escaldado y congelación y 

empaque. 

Durante el periodo comprendido entre septiembre y noviembre de 2023, se 

realizaron tres muestreos longitudinales en las zonas establecidas como puntos de 

muestreo. Se tomaron muestras ambientales que incluyeron pisos, coladeras, 

paredes, desagües u otros tipos de muestras correspondientes a zonas de difícil 

limpieza consideradas relevantes en la investigación.  

Recepción de 

materia prima 
Lavado 

Selección/ 

Clasificación 

Corte y 
vaciado 
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La recolección de las muestras se realizó con una esponja estéril (Nasco Whirl-

Pak®
, USA) previamente humedecida en 10 mL de caldo neutralizante (CN; Dibico®, 

México) y se almacenaron en bolsas estériles. Antes de muestrear se exprimieron 

las esponjas en la bolsa para eliminar el exceso de caldo y se frotó la esponja 

horizontal y verticalmente 10 veces sobre la superficie a muestrear 

(aproximadamente 100 cm2). Las muestras se transportaron desde la empresa 

hasta el laboratorio LECRIMA en hieleras con geles refrigerantes para ser 

analizadas de manera inmediata.  

5.3 Detección de L. monocytogenes y Listeria spp.  

En las muestras recolectadas se investigó la presencia de L. monocytogenes y 

Listeria spp. mediante el método descrito en el Manual Analítico Bacteriológico 

(BAM por sus siglas en inglés Bacteriological Analytical Manual) (BAM, 2022). Se 

adicionaron 225 mL de caldo de enriquecimiento tamponado para Listeria (BLEB; 

Neogen®) en la bolsa con la esponja utilizada en el muestreo, se homogenizaron las 

muestras en un homogeneizador mecánico (Stomacher, Bag Mixer® 400 

Interscience Inc) por 1 min a velocidad media y se incubaron a 30 0C por 4 h. 

Posteriormente en condiciones asépticas se adicionaron los agentes selectivos en 

una concentración final en el medio de 10 mg/L de acriflavina, 50 mg/L 

cicloheximidina y 40 mg/L ácido nalidíxico, se mezclaron y continúo la incubación a 

30 0C por 24-48 h.  

Al término del tiempo de incubación se estrió el cultivo en dos medios selectivos y 

diferenciales. El agar Oxford modificado para Listeria (MOX; Acumedia, USA) se 

incubó a 36 0C por 24-48 h; este medio contiene esculina y las colonias típicas de 

especies de Listeria se observan de aproximadamente 1 mm de diámetro, color gris 

a negro rodeadas de un halo negro. Como segundo medio selectivo se utilizó el 

agar Rapid’L.mono (RLM; Biorad®) y las placas se incubaron a 36 0C por 24-48 h; 

este medio permite la distinción de las seis especies del género Listeria más 

comunes a través de la presencia de una fosfolipasa específica para fosfatidil 

inositol (PI-PLC) que genera la formación de colonias azul/verdosas y por la 
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capacidad para fermentar el monosacárido xilosa lo que hace virar el indicador del 

medio produciéndose halos amarillos alrededor de las colonias. Después del 

periodo de incubación se realizó la lectura de las placas y se registraron los 

resultados obtenidos según lo mostrado en la Tabla 1.  

Tabla 1. Coloración de las colonias para cepas de Listeria spp. en el agar 

cromogénico RLM. 

 

Las cepas de Listeria spp. y L. monocytogenes se aislaron en agar soya tripticaseína 

(AST; Dibico®, México) suplementado con 0.6 % de extracto de levadura (EL; BD 

Bioxon®, México) (ASTEL).  

5.3.1 Confirmación de L. monocytogenes y Listeria spp. mediante PCR-Múltiplex 

Se realizó la confirmación de las especies de Listeria mediante un método de PCR-

Múltiplex ya estandarizado en el grupo de trabajo (Vega Iturbe, 2022). Los 

cebadores que se emplearon se listan en la Tabla 2. 

A partir de las cepas presuntivas a las diferentes especies de Listeria aisladas en el 

medio ASTEL en el apartado anterior 5.3, se inoculó una colonia de cada cepa en 

un tubo con 3 mL de caldo soya tripticaseína (CST; Dibico®, México) suplementado 

con extracto de levadura (CSTEL) y se incubó a 36 0C por 24 h. Posterior a la 

incubación se transfirió 1 mL a un tubo Eppendorf estéril, se centrifugó por 3 min a 

12 000 g (Centrífuga; Dynamica, Dynam-D3-V15U-110), se decantó el 

sobrenadante y se adicionó 1 mL de solución salina isotónica estéril (SSI; NaCl, 

0.85%). Se repitió el mismo procedimiento de centrifugación y el pellet se 

resuspendió en 1 mL de agua destilada estéril. La suspensión se colocó en un 

Especie PI-PLC Xilosa Coloración de las colonias 

L. grayi - - Blancas 

L. innocua - - Blancas 

L. ivanovii + + Azul/verdosas con halo amarillo 

L. monocytogenes + - Azules 

L. seeligeri - + Blancas con halo amarillo 

L. welshimeri - + Blancas con halo amarillo 
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termobloque (Eppendorf, Thermo ST AT Plus) a 95 0C por 15 min y se enfrió en 

hielo por 10 min.  Posteriormente se centrifugó nuevamente por 3 min a 12 000 g y 

se extrajo el sobrenadante que contenía el ADN, el cual se conservó a -20 0C hasta 

su posterior uso. 

Tabla 2. Iniciadores utilizados para el PCR-Múltiplex 

Especie Primer Secuencia (5’-3’) 
Amplicón 

(pb) 
Ref. 

Género 

 

prs-F GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 
370 

(Doumith et 

al., 2004) prs-R CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 

L. grayi 
JOgrayi-F GCGGATAAAGGTGTTCGGGTCAA 

201 
(Ryu et al., 

2013) JOgrayi-R ATTTGCTATCGTCCGAGGCTAGG 

L. innocua 
lin0464-F CGCATTTATCGCCAAAACTC 

749 
(Liu et al., 

2003) lin0464-R TCGTGACATAGACGCGATTG 

L. ivanovii 
liv22-228-F CGAATTCCTTATTCACTTGAGC 

463 
(Liu et al., 

2004) liv22-228-R GGTGCTGCGAACTTAACTCA 

L. 

monocytog

enes 

lomo1030-F GCTTGTATTCACTTGGATTTGTCTGG 

509 

(Ryu et al., 

2013) 

lomo1030-R ACCATCCGCATATCTCAGCCAACT 

L. seeligeri 
lseelin-F GTACCTGCTGGGAGTACATA 

673 
lseelin-R CTGTCTCCATATCCGTACAG 

L. 

welshimeri 

lwe1801-F CGTGGCACAATAGCAATCTG 
281 

lwe1801-R GACATGCCTGCTGAACTAGA 

 

En una campana de flujo laminar se preparó la mezcla de reacción siguiendo las 

especificaciones listadas en la Tabla 3. Posteriormente se transfirieron 23 μL de la 

mezcla de reacción a un tubo Eppendorf y se adicionaron 2 μL del ADN bacteriano. 

Se realizó un PCR con desnaturalización inicial a 95 0C por 5 min, seguido de 30 

ciclos de desnaturalización a 95 0C por 30 s, alineamiento a 60 0C por 60 s, 

extensión a 72 0C por 60 s y una extensión final a 72 0C por 5 min. 
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Tabla 3. Mezcla de reacción para PCR-Múltiplex de Listeria spp. 

PCR-Múltiplex  

Volumen (μL) Componentes 

1.2 Agua libre de nucleasas 

12.0 GoTaq Green PCR Master mix (Promega®, México) 

0.4 prs-F (10 μM) 

0.4 prs-R (10 μM) 

0.6 lmo1030-F (10 μM) 

0.6 lmo1030-R (10 μM) 

0.8 liv22-228-F (10 μM) 

0.8 liv22-228-R (10 μM) 

0.6 JO grayi-F (10 μM) 

0.6 JO grayi-R (10 μM) 

0.8 lin0464-F (10 μM) 

0.8 lin0464-R (10 μM) 

1.2 lseelin-F (10 μM) 

1.2 lseelin-R (10 μM) 

0.5 lwe1801-F (10 μM) 

0.5 lwe1801-R (10 μM) 

 

La detección de los productos amplificados se realizó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1.0 % (Agarosa ultrapura, Bioline®) teñido con Sybr safe gel DNA stain 

(Invitrogen®, USA). Las condiciones de la corrida electroforética fueron de 100 V 

durante 30 min para lograr una adecuada separación de las bandas, se reveló el gel 

en un fotodocumentador (Enduro GDS, Labnet) y se identificaron las especies 

según el peso molecular del amplicón generado (ver Tabla 2). 

Las cepas que resultaron positivas para Listeria spp. y L. monocytogenes mediante 

la identificación bioquímica y molecular, se almacenaron a -70 0C en CST con 10 % 

de glicerol hasta su posterior uso.  
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5.4 Detección de genes asociados con la resistencia a QACs 

La presencia de genes de resistencia a QACs (genes qacH y bcrABC) en las cepas 

de Listeria spp. aisladas se detectó mediante el ensayo de PCR de punto final 

descrito por Møretrø et al. (2017) con algunas modificaciones. Brevemente, se 

realizó el procedimiento de extracción de ADN bacteriano descrito en el apartado 

5.3.1.  

Para la amplificación de los genes qacH y bcrABC se utilizaron los cebadores 

descritos en la Tabla 4. La mezcla de reacción incluyó 18 μL de Gotaq Green Master 

Mix (Promega, México), los cebadores se usaron a una concentración de 0.2 μM y 

se añadió 2 μL de ADN para completar un volumen final de 20 μL. Las reacciones 

se realizaron en un termociclador (Applied Biosystems, USA), las condiciones de 

ciclado para el gen qacH fueron las siguientes: 15  min de desnaturalización inicial 

a 95  0C, 30  ciclos: desnaturalización a 94 0C por 30 s, alineamiento a 56 0C por 

90 s, extensión a 72 0C por 30 s y una etapa de extensión final a 72 0C por 

10 min. Para las condiciones de termociclado del gen bcrABC, la temperatura de 

alineamiento de los cebadores fue a 60 0C y la extensión se realizó durante 90 s.  

Tabla 4. Cebadores que se emplearon en la detección de genes de resistencia a 

QACs 

Gen Primer Secuencia 5’-3’ 
Pares de 

bases (pb) 
Referencia 

qacH 
qacH fdw ATG TCA TAT CTA TAT TTA GC 

366 

(Müller et al., 

2013) 

 
qacH rev  

 

TCA CTC TTC ATT AAT TGT AAT AG 

bcrABC 

BcF 
GAATGGATCCTTCAATTAGATCGAG

GCACG 
1312 

(Elhanafi et 

al., 2010) 
BcR 

GTATGAATTCGTATAATCCGGATGC

TGCCC 

 

Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 0.9 % teñido con Sybr safe gen DNA stain, la corrida de los productos 

amplificados de los genes qacH y bcrABC se realizó a 100 V por 30 min. 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/denaturation


37 
 

Las cepas de Listeria spp. y L. monocytogenes que resultaron portadoras de los 

genes de resistencia se conservaron a -70 0C en CST con 10 % de glicerol hasta su 

posterior uso.  

5.5 Evaluación de la resistencia fenotípica a QACs de cepas de L. monocytogenes 

portadoras y no portadoras de genes de resistencia en medio de cultivo sólido.   

Se utilizó el desinfectante formulado a base de sales cuaternarias de quinta 

generación BETA QUAT 4 (Beta Procesos, SA de CV, México) en diferentes 

concentraciones (50, 200, 500 y 1000 ppm). El día del experimento se prepararon 

las soluciones según las especificaciones del producto y se verificaron mediante 

titulación química por el método del ferricianuro (Anexo 1) (EPA, 1982). 

5.5.1 Preparación de los inóculos  

A partir de los cultivos de los aislados de L. monocytogenes conservados en 

ultracongelación, se realizó una trasferencia (asada de aproximadamente 10 µL) a 

CST y se incubaron por 24 h a 36 0C. Después de la incubación los cultivos se 

estriaron en ASTEL y se incubaron por 24 h a 36 0C. Finalizada la incubación, de 

cada placa se tomaron varias colonias y se preparó una suspensión bacteriana en 

SSI a una turbidez equivalente al 0.5 de la escala Mc-Farland (1x108 células). 

Además, con la finalidad de comparar la resistencia fenotípica a QACs de cepas 

aisladas de otros ambientes de producción diferentes al ambiente de estudio, se 

incluyeron la cepa de referencia L. monocytogenes ATCC 19115, cepas de L. 

monocytogenes aisladas del ambiente de producción de queso ranchero (Q12, Q16, 

Q19), procesamiento de aguacate (A80) y brócoli (B79) de las cuales se preparó 

una suspensión bacteriana del mismo modo descrito previamente. 

5.5.2 Método de difusión en agar de pozo  

De cada suspensión bacteriana se inocularon 5 µL en tubos con 10 mL de ASTEL 

atemperados a 45 0C, se homogeneizaron en vortex y vertieron en cajas Petri 

estériles que se dejaron solidificar por 10 min. En cada caja ya solidificada se 

realizaron cuatro perforaciones (6 mm de diámetro) con pipetas Pasteur estériles y 

se depositaron en cada pozo 15 µL de BETA QUAT 4 en diferentes concentraciones 
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(50, 200, 500 y 1000 ppm). Las placas se incubaron por 24 h a 36 0C y se midieron 

con una regla los diámetros de los halos de inhibición (mm) de la zona alrededor de 

cada perforación. 

5.5.3 Método de difusión en agar con discos  

De cada suspensión bacteriana se inocularon 5 µL en tubos con 10 mL de ASTEL 

atemperados a 45 0C, se homogeneizaron en vortex por 8 s y vertieron en cajas 

Petri estériles que se dejaron solidificar por 10 min. Sobre discos de papel de filtro 

estériles (6 mm de diámetro) se depositaron 15 µL de diferentes concentraciones 

de BETA QUAT 4 (50, 200, 500 y 1000 ppm), se secaron por 10 min y colocaron 

sobre la superficie de la placa ya solidificada. Las placas se incubaron por 24 h a 36 

0C y se midieron los diámetros de los halos de inhibición (mm) de la zona alrededor 

de cada disco. 

5.5.4 Clasificación de las cepas  

Las cepas se clasificaron en sensibles (>24 mm), sensibles intermedias (17-24 mm) 

y resistentes (<17 mm) tomando como puntos de corte los diámetros de inhibición 

de la cepa de referencia L. monocytogenes ATCC 19115 con la mayor 

concentración del desinfectante BETA QUAT 4 (1000 ppm).  

5.6 Evaluación de la resistencia fenotípica de L. monocytogenes a QACs en 

suspensión y acero inoxidable 

5.6.1 Cepas 

En esta serie de experimentos se emplearon tres cepas de L. monocytogenes 

aisladas de la empresa seleccionadas en función de la presencia de los genes 

bcrABC y qacH de resistencia a QACs (aislado portador de un gen, de los dos genes 

o de ningún gen de resistencia) y con fines comparativos la cepa de colección L. 

monocytogenes ATCC 19115 y dos cepas aisladas de otros ambientes de 

producción (no portadoras de los genes bcrABC y qacH).  

5.6.2 Preparación de los inóculos 

A partir del vial mantenido en ultracongelación, las cepas seleccionadas de L. 

monocytogenes se sembraron en CSTEL e incubaron por 24 h a 36 0C. Posterior a 
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la incubación de cada cepa se tomó una asada (aproximadamente 10 µL) y se 

inoculó en 10 mL de CSTEL e incubaron nuevamente por 24 h a 36 0C. Finalizada 

la incubación, con la finalidad de concentrar cada cepa y obtener una suspensión 

bacteriana con concentraciones mayores a 9 Log UFC/mL, cada cepa se centrifugó 

a 12 000 g por 3 min, se decantó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 3 

mL de agua destilada estéril.  

5.6.3 Aplicación de los tratamientos de desinfección en suspensión 

Se tomó como base la NMX-BB-040-CFSI-1999 con algunas modificaciones. De 

cada suspensión bacteriana (apartado 5.6.2) se inocularon 100 μL en 9.9 mL del 

desinfectante BETA QUAT 4 (200 ppm) y se dejaron en contacto durante 30 s. 

Rápidamente se transfirió 1 mL de la suspensión a caldo neutralizante (CN; 

Dibico®), se realizaron diluciones decimales seriadas y se cuantificó la población 

sobreviviente mediante vaciado en placas de ASTEL. Las placas se incubaron por 

24 h a 36 0C y se cuantificó la población sobreviviente, así como la reducción 

logarítmica de acuerdo con la siguiente fórmula: 

Reducción Log (UFC/mL) = I – S 

Donde: 

I= Población inicial Log (UFC/mL)  

S =Población sobreviviente Log (UFC/mL)    

5.6.4 Aplicación de los tratamientos de desinfección en acero inoxidable 

De cada suspensión bacteriana (apartado 5.6.2) se inocularon 100 μL en placas de 

acero inoxidable estériles (2.0 x 2.0 cm), se dejaron secar por 35 min y se colocaron 

asépticamente con unas pinzas estériles dentro de tubos Eppendorf que contenían 

10 mL del desinfectante BETA QUAT 4 (200 y 500 ppm) y se dejaron en contacto 

durante 30 s y 2 min. De manera aséptica con unas pinzas estériles rápidamente se 

transfirió la placa de acero inoxidable a CN, se homogenizó en vortex por 60 s, se 

realizaron diluciones decimales seriadas y se cuantificó la población sobreviviente 

mediante vaciado en placas de ASTEL. Las placas se incubaron por 24 h a 36 0C y 
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se cuantificó la población sobreviviente, así como la reducción logarítmica de 

acuerdo con la fórmula descrita previamente.  

5.7 Evaluación del efecto de la temperatura y substrato en la transferencia de genes 

asociados con la resistencia a QACs en cultivos mixtos de Listeria spp. y L. 

monocytogenes 

La evaluación inicial de la capacidad de las cepas de Listeria para transferir genes 

de resistencia a QACs se realizó en suspensión en CSTEL y en un extracto vegetal 

5.7.1 Preparación del extracto vegetal 

Se preparó un extracto vegetal empleando espinaca congelada (CAMPO VIVO) a 

una concentración 1:10 (p/v) con agua desionizada y se sometió a un proceso de 

escaldado a 100 0C por 60 s. Posteriormente la mezcla se esterilizó por filtración de 

membrana (0.45 µm). A esta suspensión se le denominó extracto vegetal (EV) y se 

conservó en congelación hasta su posterior uso. 

5.7.2 Preparación de los cultivos mixtos e inoculación  

A partir de los aislados del apartado 5.4 se seleccionaron dos cepas de L. innocua 

portadoras del gen bcrABC y dos de L. monocytogenes no portadoras. Los criterios 

de selección fueron la especie (Listeria spp. donante y L. monocytogenes 

receptora), la presencia de los genes bcrABC y qacH (L. innocua portadora del gen 

bcrABC y L. monocytogenes no portadora) y en los aislados de L. monocytogenes 

se consideró la susceptibilidad a BETA QUAT 4 mediante el método de difusión en 

agar de pozo (aislados más sensibles).   

Se prepararon cuatro tipos de cultivos mixtos: 

• Cultivo mixto 1 (CM1): L. innocua portadora del gen bcrABC (Cepa 

YCD_LIN001) y L. monocytogenes (Cepa YCD_LM021) no portadora 

resistente a rifampicina (200 ppm) 

• Cultivo mixto 2 (CM2): L. innocua portadora del gen bcrABC (Cepa 

YCD_LIN001) y L. monocytogenes (Cepa YCD_LM022) no portadora 

resistente a rifampicina (200 ppm) 
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• Cultivo mixto 3 (CM3):  L. innocua portadora del gen bcrABC (Cepa 

YCD_LIN003) y L. monocytogenes (Cepa YCD_LM021) no portadora 

resistente a rifampicina (200 ppm) 

• Cultivo mixto 4 (CM4):  L. innocua portadora del gen bcrABC (Cepa 

YCD_LIN003) y L. monocytogenes (Cepa YCD_LM022) no portadora 

resistente a rifampicina (200 ppm) 

 

A partir de los viales individuales de las cepas de L. innocua y L. monocytogenes 

conservadas a -70 0C, se tomaron 10 μL y se inocularon en tubos de 3 mL de CSTEL 

e incubaron a 36 0C por 24 h. Posterior a la incubación de cada cultivo se tomó 

individualmente 1 mL, se centrifugó a 12 000 g por 3 min y el pellet se resuspendió 

en 1 mL de SSI y se realizaron diluciones seriadas de cada cepa en 9 mL de DP. A 

partir de estas suspensiones bacterianas se prepararon los cultivos mixtos 

anteriormente descritos en una proporción 1:10 de la cepa no portadora (100 

células) y de la cepa portadora (1000 células); para ello y de acuerdo al cultivo mixto 

se inocularon 100 µL de cada cepa en 10 mL de DP y se homogenizaron en vortex 

por 8 s. De cada uno de los cultivos mixtos se inocularon 10 µL en 1 mL de cada 

sustrato (CSTEL y EV) y se incubaron por 10 días a 4, 25 y 36 0C.  

5.7.3 Verificación de la transferencia de genes de resistencia a QACs  

Posterior al tiempo de incubación se realizó el lavado de cada vial y el paquete 

celular se resuspendió en 200 µL de SSI, 100 µL se conservaron en refrigeración 

hasta obtener el resultado de PCR para la detección del gen bcrABC, mientras que 

los restantes 100 µL se sembraron por extensión en superficie en placas de RLM 

suplementado con Rifampicina (200 ppm) (RLM/R) y se incubaron 48 h 36 0C. Al 

finalizar la incubación todas las colonias con morfología típica de L. monocytogenes 

que desarrollaron en la placa se recuperaron con un hisopo, se resuspendieron en 

1 mL de agua destilada estéril y se realizó la extracción térmica del ADN según la 

metodología descrita en el apartado 5.3.1.   



42 
 

Se realizó PCR para la detección del gen bcrABC siguiendo la metodología descrita 

en el apartado 5.4. La presencia de este gen en las colonias de las cepas de L. 

monocytogenes indicó que la transferencia tuvo lugar y se realizó PCR para la 

confirmación de las especies L. monocytogenes y L. innocua, esta última con la 

finalidad de descartar la presencia de posibles mutantes que pudieran interferir con 

el resultado.  

Los viales de los cultivos mixtos reservados en refrigeración en donde se observó 

transferencia del gen bcrABC se lavaron con SSI y se sembraron por extensión en 

superficie en placas de RLM/R y se incubaron 48 h a 36 0C. Posterior al tiempo de 

incubación se seleccionaron colonias con morfología típica de L. monocytogenes y 

se les realizó PCR para la confirmación de la presencia del gen bcrABC y se 

conservaron a -70 0C en CST con 10 % de glicerol hasta su posterior uso.  

5.8 Evaluación de resistencia fenotípica en cepas de L. monocytogenes receptoras 

de los genes de resistencia a QACs  

Las cepas de L. monocytogenes receptoras del gen bcrABC se sometieron a la 

misma metodología descrita para los ensayos de difusión en agar, suspensión y 

acero inoxidable (apartados 5.5 y 5.6) y los resultados se compararon con la cepa 

nativa no portadora de genes de resistencia para poder detectar diferencias en 

cuanto a la resistencia al desinfectante BETA QUAT 4.  

5.9 Análisis estadístico   

Todos los ensayos se realizaron por triplicado con tres réplicas en cada ocasión. 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa R Studio (Versión 

4.2.2). 

En el ensayo de resistencia fenotípica a QACs de cepas de L. monocytogenes se 

realizó un diseño multifactorial, los factores a evaluar fueron el método utilizado 

(perforación o disco), las diferentes concentraciones del desinfectante (50, 200, 500 

y 1000 ppm) y la variable respuesta fue el diámetro de inhibición del crecimiento 

bacteriano. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para 

contrastar diferencias entre los dos métodos, también se analizó cada método por 
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separado mediante ANOVA y prueba de Tukey teniendo en cuenta el diámetro de 

inhibición de cada cepa en cada una de las concentraciones del desinfectante 

evaluadas. Finalmente, se realizó una correlación de Pearson y prueba t de student 

para evaluar la asociación entre la presencia de genes de resistencia (bcrABC y 

qacH) y el diámetro de inhibición de los aislados.  

En los ensayos de reto microbiano en suspensión y superficie de acero inoxidable 

se realizó un ANOVA y prueba de Tukey. Se evaluaron 4 tratamientos 

(combinaciones de concentración y tiempo) y la variable respuesta fue la población 

sobreviviente.  

En los ensayos con cultivos mixtos para la evaluación de la transferencia de genes 

de resistencia a QACs, se realizó un diseño trifactorial, los factores evaluados 

fueron: cultivo mixto (combinación de cepa donante y receptora), temperatura y 

substrato y la variable respuesta fue la transferencia del gen bcrABC. Se realizó 

ANOVA y prueba de Tukey.  

En el ensayo de resistencia fenotípica a QACs de las cepas de L. monocytogenes 

receptoras del gen bcrABC se realizó la prueba t de student para contrastar 

diferencias con respecto a las cepas nativas no portadoras del gen bcrABC.   
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Prevalencia y distribución de Listeria spp. en un ambiente de producción de 

hortalizas congeladas 

Se analizaron un total de 150 muestras procedentes del ambiente de procesamiento 

de la empresa de hortalizas congeladas, en las muestras colectadas se determinó 

una prevalencia de 15.3, 2.7 y 24.7 % de L. monocytogenes, L. innocua y Listeria 

spp., respectivamente (Tabla 5). Las especies se aislaron en mayor medida de 

superficies de no contacto con el alimento en el ambiente de producción (Figura 6). 

No se detectó la presencia de L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri y L. grayi, por lo 

que los aislamientos reportados como Listeria spp. no incluyen las especies 

anteriormente mencionadas, sino que comprenden especies no identificadas por el 

método de PCR Multiplex empleado en este estudio. 
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Figura 6. Distribución de Listeria en superficies de no contacto y contacto con el 

alimento en una empresa procesadora de hortalizas congeladas 
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Tabla 5. Prevalencia y distribución de Listeria spp. y L. monocytogenes en una 

empresa procesadora de hortalizas congeladas 

Zona 
Tipo de 

superficie 
Muestra 

No. de 
muestras 

No. de muestras positivas (%) 

L. innocua 
L. 

monocytogenes 
Listeria spp. 

Corte y 
vaciado 

Contacto Banda 8 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (25.0) 

No contacto Coladera 11 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (18.2) 

No contacto Piso 13 1 (7.7) 0 (0.0) 8 (61.5) 

No contacto Paredes 2 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Escaldado y 
congelación 

Contacto Banda 17 0 (0.0) 2 (11.8) 5 (29.4) 

No contacto Coladera 15 0 (0.0) 6 (40.0) 2 (13.3) 

No contacto Piso 8 0 (0.0) 4 (50.0) 2 (25.0) 

No contacto Paredes 30 0 (0.0) 2 (6.60) 9 (30.0) 

No contacto Serpentín 9 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (11.1) 

No contacto Hawaiana 5 0 (0.0) 1 (20.0) 3 (60.0) 

No contacto Residuos 15 1 (6.7) 2 (13.3) 0 (0.0) 

Empaque 

Contacto Banda 4 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (25.0) 

No contacto Coladera 6 1 (16.7) 5 (83.3) 1 (16.7) 

No contacto Piso 5 1 (20.0) 1 (20.0) 0 (0.0) 

No contacto Residuos 2 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (50.0) 

 Total 150 4 (2.7) 23 (15.3) 37 (24.7) 

La prevalencia encontrada de L. monocytogenes (14.0 % en superficies de no 

contacto y 1.3 % en superficies contacto con el alimento) coincide con lo reportado 

anteriormente en otras investigaciones realizadas en este mismo ambiente de 

producción de hortalizas congeladas. Esquivel Hernández et al. (2009) encontraron 

una prevalencia de L. monocytogenes de 19.6 % en superficies de no contacto 

directo con alimentos; en otro estudio Godínez Oviedo et al. (2012) reportaron 

prevalencias menores de L. monocytogenes (8.5 %) y Listeria spp. (10.0 %) aisladas 

igualmente de superficies de no contacto en el ambiente de procesamiento. En 
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estudios más recientes otros autores han reportado porcentajes de prevalencias 

similares a los obtenidos en nuestro estudio. En un estudio realizado en España, 

Truchado et al. (2022) reportaron una prevalencia de 17.9 % de L. monocytogenes 

aislada de superficies de una empresa de hortalizas congeladas; Pracser et al. 

(2024) determinaron que la prevalencia de L. monocytogenes y Listeria spp. en una 

instalación europea de procesamiento de vegetales congelados fue de 10.7 % y 

57.1 % respectivamente. 

Con respecto a la ubicación, se encontró la presencia de Listeria spp. (especies 

diferentes a las seis detectadas por PCR Multiplex) en todas las áreas de 

producción, en mayor medida en las áreas de corte y vaciado (8.0 %) y escaldado 

y congelación (14.7 %), mientras que la presencia de L. innocua se detectó con 

menor frecuencia en todas las áreas de procesamiento (Figura 7). Por otra parte, L. 

monocytogenes se aisló con elevada frecuencia en el área central de producción 

correspondiente a las zonas de escalado, congelación y empaque (llustración 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Distribución de Listeria spp. y L. innocua en diferentes áreas de producción 

de hortalizas congeladas 
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La presencia de Listeria spp. en todas las áreas de producción y en mayor medida 

en el área de corte y vaciado era de esperarse debido la ubicuidad de este género 

que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza (Kurpas et al., 2018). En 

este sentido, los productos vegetales frescos deben considerarse una fuente 

probable de introducción de Listeria a la instalación de procesamiento como se 

demostró en un estudio realizado en EE. UU por Magdovitz et al. (2021) quienes 

encontraron una elevada prevalencia de Listeria spp. (33.1 %) y en menor 

porcentaje de L. monocytogenes (5.9 %) en productos hortofrutícolas frescos que 

se usaban como materia prima para la producción de alimentos congelados. 

La elevada presencia de L. monocytogenes en el área central del proceso de 

producción (escaldado y congelación) evidencia que el patógeno encontró un 

ambiente propicio para establecerse y persistir en las superficies de no contacto, lo 

que podría propiciar la contaminación recurrente de los alimentos que ahí se 

producen. Los principales factores que pueden generar un aumento de la 

contaminación de L. monocytogenes a los alimentos en esta etapa de 

Ilustración 1. Distribución de L. monocytogenes en diferentes áreas de producción 

de hortalizas congeladas. 1El número entre paréntesis representa el número de aislados 

de L. monocytogenes en cada área entre el número total de aislados. 
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procesamiento incluyen: las condiciones higiénicas del ambiente, la calidad 

microbiológica del agua, así como las combinaciones de tiempo/temperatura 

utilizadas para los procesos de escaldado, enfriamiento y congelación 

(Koutsoumanis et al., 2020). 

En la zona de empaque también se encontró L. monocytogenes en superficies de 

no contacto (35.3 %), por lo que el producto terminado podría contaminarse si se 

producen fallas en el cumplimiento de las Buenas Prácticas de Manufactura. Es 

importante resaltar que a pesar de que el producto terminado se almacena a 

temperaturas de -18 0C, se ha reportado la sobrevivencia de L. monocytogenes 

durante períodos prolongados a temperaturas de congelación, por lo que prácticas 

inadecuadas durante la manipulación, descongelación, almacenamiento, cocción y 

consumo podrían propiciar el desarrollo de este patógeno hasta niveles 

considerados como no seguros (Bardsley et al., 2019).    

Con respecto al tipo de superficie, las coladeras, pisos, paredes y residuos fueron 

en donde se encontraron las prevalencias más altas de L. monocytogenes (Figura 

8). 
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Figura 8. Prevalencia de L. monocytogenes en superficies en una empresa 

procesadora de hortalizas congeladas 
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Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, donde este género se 

ha aislado con mayor frecuencia de superficies como cintas transportadoras, 

congeladores, coladeras, pisos y paredes en instalaciones de procesamiento de 

alimentos (Møretrø & Langsrud, 2004; Belias et al., 2022). El análisis de la 

prevalencia y distribución de L. monocytogenes en las superficies del ambiente de 

producción permitió identificar los principales nichos ecológicos donde se estaba 

albergando este patógeno, información que la empresa usó rápidamente para 

enfocarse en estas zonas de mayor contaminación e implementar medidas de 

limpieza y desinfección más rigurosas para el control y eliminación de este 

patógeno. 

Algo interesante que se observó en el análisis de las especies de Listeria 

encontradas, es que en las muestras a partir de las cuales se aisló L. innocua, el 75 

% de estas también fueron positivas para L. monocytogenes y en las muestras en 

las cuales se aisló Listeria spp. el 8.1 % también fueron positivas para la especie 

patógena (Tabla 6).   

Tabla 6. Tabla de contingencia de presencia y ausencia de las especies de Listeria 

aisladas del ambiente de producción de hortalizas congeladas. 

Especies 
L. monocytogenes 

Ausencia Presencia Total 

L. innocua 

Ausencia 126 20 146 

Presencia 1 3 4 

Total 127 23 150 

Listeria spp. 

Ausencia 93 20 113 

Presencia 34 3 37 

Total 127 23 150 

 

La presencia de L. monocytogenes y L. innocua en la misma muestra sugiere que 

esta última especie pudieran ser un buen grupo índice de la presencia del patógeno 
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en este ambiente de producción. El término microorganismo índice se refiere a 

microorganismos marcadores cuya presencia en número superior a determinados 

límites indica la posible presencia de patógenos ecológicamente similares (Busta et 

al., 2003). En un estudio realizado en esta empresa de hortalizas congeladas por 

Godínez Oviedo et al. (2012), encontraron una correlación positiva entre la 

presencia de Listeria spp. y L. monocytogenes en productos y superficies de 

contacto directo y no contacto con el alimento, por lo que concluyeron que la 

presencia de Listeria spp. en cualquier tipo de muestra puede emplearse como 

indicador de la presencia de L. monocytogenes en este ambiente de producción. En 

este sentido sería conveniente continuar analizando un mayor número de muestras 

ambientales, identificar las especies de Listeria que ahí se encuentran y evaluar si 

existe correlación entre la presencia de estas especies y L. monocytogenes en este 

ambiente de producción, lo que posibilitaría a la empresa tomar decisiones más 

rápidamente en caso de encontrar la presencia de este microorganismo índice.  

 6.2 Presencia de genes asociados con la resistencia a QACs en cepas de Listeria 

spp. aisladas de un ambiente de producción de hortalizas congeladas 

Se obtuvieron 23 aislados de L. monocytogenes, 4 de L. innocua y 37 de otras 

especies de Listeria (diferentes a L. seeligeri, L. ivanovii, L. welshimeri y L. grayi).  

Se detectaron los genes bcrABC y qacH en el 73.9 y 8.7 % de los aislamientos de 

L. monocytogenes respectivamente y se encontró la presencia de ambos genes en 

dos aislados de este patógeno (8.7 %). En dos aislados de L. innocua se encontró 

la presencia del gen bcrABC y ninguno de los aislados de Listeria spp. presentaron 

los genes de resistencia a QACs (Tabla 7).   

La elevada prevalencia encontr ada del gen bcrABC en los aislados de L. 

monocytogenes es superior a lo reportado en varios estudios. Previamente en una 

investigación realizada en la empresa de estudio se detectó la presencia del gen 

bcrABC en el 46 % de las cepas de Listeria aisladas del ambiente de producción, 

específicamente en cepas de L. grayi (43 %), L. innocua (45 %), L. ivanovii (40 %) 

y L. monocytogenes (52 %), mientras que no se detectó la presencia del gen qacH 
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en ninguna de las cepas (Vega Iturbe, 2022). Møretrø et al. (2017) encontraron los 

genes qacH y bcrABC en el 22.0 y 8.0 % respectivamente en aislados de L. 

monocytogenes procedentes de diferentes ambientes de producción de alimentos. 

En otro estudio Cooper et al. (2021) detectaron el gen bcrABC y qacH en el 41.5 y 

1.09 % respectivamente en cepas de L. monocytogenes aisladas igualmente de 

diversos ambientes de procesamiento de alimentos.   

Tabla 7. Prevalencia del gen bcrABC y qacH en aislados de Listeria. 

Especie 
Gen bcrABC Gen qacH  

Ambos 
genes 

% (+/n)1 

L. monocytogenes 73.9 (17/23) 8.7 (2/23) 8.7 (2/23) 

L. innocua 50.0 (2/4) 0.0 (0/4) 0.0 (0/4) 

Listeria spp. 0.0 (0/37) 0.0 (0/37) 0.0 (0/37) 

1El número entre paréntesis representa el número de aislados donde se encontró el gen 

entre el número total de aislados. 

Existe poca información sobre la distribución del gen bcrABC en especies no 

patógenas del género Listeria. Se ha reportado la presencia de este gen 

principalmente en cepas de L. innocua y L. welshimeri procedentes de diferentes 

ambientes de producción de alimentos (Maćkiw et al., 2021; Bolten et al., 2022).  

El casete bcrABC se identificó por primera vez en el plásmido pLM80 de la cepa L. 

monocytogenes H7550 (aislada en un brote de hot dogs de 1998-1999 en EE UU). 

Este determinante genético está compuesto por un regulador transcripcional de la 

familia TetR (bcrA) y dos genes (bcrB y bcrC) que forman parte de la familia de 

proteínas SMR (sistemas de eflujo de múltiples fármacos dependientes de protones) 

y se ha descrito que confiere resistencia al cloruro de benzalconio, así como otros 

compuestos a base de QACs (Elhanafi et al., 2010). 

Con respecto al gen qacH este solo se encontró en dos aislados de L. 

monocytogenes, no detectándose en las restantes especies del género. Nuestros 
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resultados coinciden con lo reportado por Müller et al. (2014) quienes no 

encontraron la presencia de este gen en cepas de L. innocua, L. seeligeri, L. 

welshimeri y L. ivanovii aisladas de entornos de producción de alimentos. El gen 

qacH se identificó en el transposón Tn 6188 y codifica para la proteína 

transportadora QacH que pertenece a la pequeña familia de proteínas de resistencia 

a múltiples fármacos (SMR) y se ha descrito que confiere tolerancia a QACs. Se ha 

asociado la presencia de este transposón a cepas de L. monocytogenes 

fundamentalmente, no obstante, deben analizarse más especies no patógenas del 

género Listeria para fortalecer esta hipótesis (Müller et al., 2014).    

Existe mucha heterogeneidad en cuanto a la distribución de estos marcadores de 

resistencia a QACs en cepas de Listeria aisladas de ambientes de procesamiento 

de alimentos; no obstante, resulta muy interesante la elevada proporción de L. 

monocytogenes portadoras del gen bcrABC en nuestro estudio, lo que podría 

asociarse a un proceso de selección ambiental por el uso continuo y excesivo de 

QACs en el ambiente de producción estudiado (Cheng et al., 2023). Las especies 

portadoras de estos genes se aislaron fundamentalmente de superficies como 

coladeras, pisos y residuos, en las cuales se emplean las mayores concentraciones 

del desinfectante QAC que pueden ascender hasta 1000 ppm según sus 

procedimientos de desinfección.  

La importancia del hallazgo de cepas portadoras de estos determinantes genéticos 

radica en la resistencia que podrían conferirles a desinfectantes a base de QACs en 

el ambiente de producción. En varias investigaciones se ha reportado que aislados 

positivos a estos determinantes de resistencia exhiben mayores valores de 

concentración mínima inhibitoria (CMI) para el cloruro de benzalconio en 

comparación con aislados que no los contienen y además se ha observado una 

mayor sensibilidad en mutantes que carecen de estos (Müller et al., 2013; 

Minarovičová et al., 2018; Cooper et al., 2021; Cheng et al., 2023). 

Contradictoriamente, en otros estudios no han podido establecer una correlación 
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positiva entre la presencia de estos genes de resistencia y mayores valores de CMI 

siendo un tema poco esclarecido aún (Martínez et al., 2016; Ebner et al., 2015).   

6.3. Resistencia fenotípica a QACs de cepas de L. monocytogenes portadoras y no 

portadoras de genes de resistencia al desinfectante 

El análisis de varianza demostró que existen diferencias estadísticas significativas 

entre el método de difusión en agar de pozo y el método de difusión en agar de 

disco, las concentraciones evaluadas y las cepas de L. monocytogenes (p<0.05). 

Con respecto a los dos métodos de difusión, en ambos casos se apreció una 

relación proporcional entre concentración y diámetro de inhibición, con diferencias 

estadísticas significativas entre las concentraciones del desinfectante evaluadas 

(p<0.05). Así mismo se observaron mayores valores de inhibición con el método de 

difusión de pozo en comparación con el método de difusión de disco que tuvo menor 

sensibilidad (Figura 9).  
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Figura 9. Susceptibilidad de L. monocytogenes a QACs mediante dos métodos 

de difusión en agar. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas. 
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Las discrepancias entre los dos métodos pueden asociarse a diferentes cinéticas 

de difusión del desinfectante sobre el agar cuando es aplicado superficialmente en 

el disco y a través del agar cuando es colocado en un pozo, apreciándose mayor 

difusión con el método de pozo y por ende mayores diámetros de inhibición. Las 

pruebas de difusión en agar se han usado fundamentalmente para evaluar la 

actividad antimicrobiana de antibióticos y extractos vegetales, pero existe poca 

literatura de su utilización para la evaluación de susceptibilidad a desinfectantes, lo 

que limita la comparación de los datos que obtuvimos con otros estudios de la 

misma naturaleza (Holder et al., 1994; Hussein et al., 2021). En general estas 

pruebas son simples de realizar, de bajo costo, facilitan probar una amplia gama de 

microorganismos y agentes antimicrobianos, así como la interpretación de 

resultados (Balouiri et al., 2016), por lo que podrían ser una buena y rápida 

herramienta de prueba para la evaluación de susceptibilidad a desinfectantes.  

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los diámetros de 

inhibición entre los aislados de la empresa, pero sí hubo diferencias significativas 

con respecto a la cepa de referencia ATCC y las cepas aisladas de otros ambientes 

de producción de queso ranchero (Q12, Q16, Q19), procesamiento de aguacate 

(A80) y brócoli (B79), los cuales presentaron mayores diámetros de inhibición en 

cada una de las concentraciones del desinfectante a base de QACs (p<0.05) (Tabla 

8 y 9).  

Tabla 8. Susceptibilidad de L. monocytogenes a QACs mediante dos métodos de 

difusión en agar. 

Cepas 

Método de difusión en agar de pozo Método de difusión en agar de disco 

Concentración (ppm) Concentración (ppm) 

50  200  500  1000  50 200  500  1000  

Diámetro de inhibición (mm) 

YCD_LM001 8.8 ± 0.71 11.8 ± 0.7 15.4 ± 0.9 17.9 ± 0.6 7.0 ± 0.0 8.3 ± 1.3 11.4 ± 1.2 13.3 ± 2.1 

YCD_LM002 8.4 ± 1.3 11.8 ± 1.4 15.1 ± 0.6 17.9 ±0.8 7.0 ± 0.0 8.1 ± 0.8 11.0 ± 0.7 13.0 ± 1.9 

YCD_LM003 8.4 ± 0.9 12.0 ± 0.9 15.1 ± 0.6 18.4 ± 1.0 7.0 ± 0.0 7.7 ± 1.0 11.4 ± 0.7 14.3 ± 1.3 



55 
 

YCD_LM004 8.4 ± 0.7 12.3 ± 0.7 15.8 ± 1.2 18.0 ± 1.0 7.0 ± 0.0 7.8 ± 1.2 11.7 ± 1.0 13.3 ± 2.1 

YCD_LM005 8.4 ± 0.7 12.2 ± 0.8 15.7 ± 0.9 18.3 ± 1.0 7.0 ± 0.0 8.0 ± 1.5 11.7 ± 1.0 14.8 ± 1.7 

YCD_LM006 8.1 ± 0.8 12.4 ± 1.0 15.8 ± 1.1 17.9 ± 0.8 7.0 ± 0.0 8.0 ± 0.8 11.0 ± 1.0 14.7 ± 1.0 

YCD_LM007 8.6 ± 0.5 12.8 ± 1.5 16.1 ± 1.1 18.1 ± 0.6 7.0 ± 0.0 8.0 ± 1.1 10.7 ± 1.0 14.9 ± 1.2 

YCD_LM008 8.3 ± 0.9 12.2 ± 0.4 15.4 ± 0.7 16.9 ± 0.8 7.0 ± 0.0 7.8 ± 0.9 11.4 ± 0.5 13.9 ± 1.8 

YCD_LM009 8.1 ± 0.9 12.2 ± 1.2 15.8 ± 0.8 17.9 ± 0.6 7.0 ± 0.0 8.3 ± 0.9 11.6 ± 1.1 15.3 ± 0.5 

YCD_LM010 8.2 ± 0.7 12.3 ± 1.2 15.8 ± 0.8 18.4 ± 0.5 7.0 ± 0.0 7.7 ± 1.0 10.4 ± 1.2 13.8 ± 2.2 

YCD_LM011 7.8 ± 0.4 12.4 ± 0.5 15.7 ± 1.1 17.8 ± 0.8 7.2 ± 0.4 8.2 ± 1.4 10.9 ± 1.5 13.7 ± 2.1 

YCD_LM012 7.9 ± 0.5 12.0 ± 0.7 15.1 ± 0.3 17.2 ± 0.4 7.0 ± 0.0 8.4 ± 1.2 11.6 ± 1.1 14.9 ± 0.9 

YCD_LM013 7.3 ± 0.4 11.8 ± 0.7 14.9 ± 0.9 17.4 ± 1.4 7.0 ± 0.0 8.6 ± 1.1 11.2 ± 1.4 14.1 ± 1.6 

YCD_LM014 8.1 ± 0.6 11.7 ± 0.7 15.1 ± 0.6 17.8 ± 1.0 7.0 ± 0.0 8.1 ± 0.8 11.3 ± 0.5 15.3 ± 0.5 

YCD_LM015 7.7 ± 0.5 12.0 ± 0.9 15.2 ± 0.7 18.0 ± 0.0 7.0 ± 0.0 7.9 ± 1.4 10.8 ± 1.4 14.2 ± 1.4 

YCD_LM016 7.8 ± 0.8 11.6 ± 0.8 15.0 ± 0.0 17.0 ± 0.5 7.0 ± 0.0 8.4 ± 1.2 10.6 ± 1.9 14.9 ± 0.9 

YCD_LM017 8.0 ± 0.5 12.0 ± 0.0 14.9 ± 0.3 17.1 ± 0.3 7.0 ± 0.0 8.0 ± 1.5 10.7 ± 1.2 13.7 ± 1.7 

YCD_LM018 8.2 ± 0.8 11.9 ± 0.8 14.2 ± 0.8 16.6 ± 0.5 7.0 ± 0.0 7.8 ± 0.9 10.3 ± 0.5 13.4 ± 2.3 

YCD_LM019 7.9 ± 0.7 13.1 ± 2.8 14.7 ± 0.7 16.6 ± 0.9 7.0 ± 0.0 7.7 ± 1.0 10.3 ± 1.6 12.4 ± 2.2 

YCD_LM020 7.5 ± 0.4 11.8 ± 1.1 15.2 ± 0.8 17.0 ± 1.0 7.0 ± 0.0 7.9 ± 1.4 11.0 ± 1.5 14.4 ± 1.2 

YCD_LM021 7.9 ± 0.8 12.1 ± 0.8 15.2 ± 0.7 18.1 ± 1.2 7.0 ± 0.0 9.3 ± 1.0 11.4 ± 0.8 15.0 ± 0.7 

YCD_LM022 7.8 ± 0.6 12.0 ± 0.9 15.3 ± 0.9 18.3 ± 1.5 7.0 ± 0.0 9.4 ± 0.7 11.8 ± 0.8 15.0 ± 0.7 

YCD_LM023 7.8 ± 0.8 11.4 ± 0.9 15.7 ± 0.7 16.6 ± 1.1 7.0 ± 0.0 8.4 ± 1.2 11.6 ± 1.4 14.0 ± 1.7 

ATCC 19115 13.2 ± 1.4 18.1 ± 2.1 23.8 ± 2.2 25.7 ± 0.9 8.2 ± 1.4 14.9 ± 3.7 20.4 ± 1.9 22.7 ± 2.6 

Q12 12.7 ± 1.2 17.7 ± 1.4 23.6 ± 1.3 28.4 ± 1.7 10.4 ± 1.5 16.9 ± 2.1 23.2 ± 1.1 24.9 ± 1.3 

Q16 12.8 ± 1.6 20.1 ± 0.6 25.0 ± 0.0 27.4 ± 1.4 9.4 ± 0.9 17.7 ± 2.0 21.4 ± 1.0 25.0 ± 0.9 

Q19 12.0 ± 1.7 18.3 ± 1.4 23.2 ± 1.5 26.3 ± 2.1 9.9 ± 0.8 17.1 ± 2.1 23.4 ± 0.5 25.4 ± 1.0 

A80 14.0 ± 0.0 19.3 ± 1.4 25.2 ± 0.8 28.9 ± 1.3 10.2 ± 7.7 19.7 ± 0.9 22.8 ± 0.4 25.2 ± 1.4 

B79 11.4 ± 1.0 14.9 ± 0.3 19.6 ± 0.7 23.3 ± 1.0 7.7 ± 0.9 13.1 ± 0.9 16.3 ± 1.6 18.4 ± 1.7 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. 
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Tabla 9. Rangos de inhibición de L. monocytogenes a QACs mediante dos métodos 

de difusión en agar. 

Cepas 

Método de difusión en agar de pozo Método de difusión en agar de disco 

Concentración (ppm) Concentración (ppm) 

50 200 500 1000 50 200 500 1000 

Diámetro de inhibición (mm) 

Aislados1 7.0 - 11.01 10.0 -17.0 13.0 -18.0 15.0 -20.0 7.0 -8.0 7.0 - 11.0 9.0 -14.0 10.0 -17.0 

Cepas amb.2 10.0 -15.0 14.0 -21.0 18.0 -26.0 22.0 -30.0 7.0 -13.0 11.0 -21.0 15.0 -25.0 17.0 -27.0 

ATCC 19115 13.2 ±1.43 18.1 ± 2.1 23.8 ± 2.2 25.7 ± 0.9 8.2 ± 1.4 14.9 ± 3.7 20.4 ± 1.9 22.7 ± 2.6 

1Rango de inhibición de todos los aislados de L. monocytogenes de la empresa.  2Rango de inhibición 

de todas las cepas de L. monocytogenes de otros ambientes. 3Los datos correspondientes a la cepa 

ATCC 19115 representan la media ± desviación estándar de 9 valores. 

 

La reducida sensibilidad de los aislados de L. monocytogenes podría asociarse a la 

exposición continua a residuos del desinfectante QACs en el ambiente de 

producción, debido a procedimientos de limpieza y enjuague insuficientes antes y 

después de la desinfección, lo que se ha reportado propicia la adaptación de las 

cepas (Minarovicova et al., 2018; Moretro et al., 2017; Nordholt et al., 2021). Los 

principales mecanismos de resistencia de L. monocytogenes a QACs incluyen 

modificaciones en la superficie celular, formación de biopelículas y sistemas de 

bombas de eflujo codificado en el cromosoma y en elementos genéticos móviles 

(Tong et al., 2021; Duze et al., 2021).  

Como se mencionó anteriormente, en nuestro estudio determinamos la presencia 

de los genes asociados a la resistencia a QACs (bcrABC y qacH) y al realizar los 

análisis estadísticos no se observó correlación entre mayores diámetros de 

inhibición y la presencia del gen bcrABC, los dos genes (bcrABC y qacH) o ningún 

gen en los aislados de L. monocytogenes (Anexo 2) (Figuras 10A, 10B).  
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Lo anterior sugiere que la resistencia a QACs en estos aislados no se relaciona 

directamente con la presencia de estos dos marcadores específicamente o en este 

caso que no se estén expresando fenotípicamente, por lo que podrían estar 

involucrados otros mecanismos, por lo que es necesario realizar estudios de 

secuenciación genómica y mutagénesis para dilucidar el papel exacto de estos 

genes en la resistencia a este desinfectante. Debido a lo anterior, se decidió en lo 

sucesivo continuar el análisis de susceptibilidad de los aislados de L. 

monocytogenes sin agruparlos por la presencia de un gen, ambos genes o ausencia 

de genes. 

La resistencia a QACs en cepas de L. monocytogenes se ha asociado en algunos 

casos a mecanismos de resistencia intrínsecos fundamentalmente dado por 

alteraciones de la superficie celular como cambios en la forma, tamaño y rugosidad, 

aumento de la cantidad de ácidos teicoicos, modificación del perfil de fosfolípidos, 

así como del espesor y grado de reticulación del peptidoglicano, lo que limita la 

Figura 10. A. Diámetros de inhibición a QACs de aislados de L. monocytogenes 

portadores y no portadores del gen bcrABC. B. Diámetros de inhibición a QACs de 

aislados de L. monocytogenes portadores y no portadores de los genes bcrABC y 

qacH. *El gen qacH se encontró en dos aislados de L. monocytogenes que también 

portaban el gen bcrABC.  
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entrada del desinfectante al interior celular (Mereghetti et al., 2000; To et al., 2002; 

Duze et al., 2021).También se han reportado cepas de L. monocytogenes 

resistentes al cloruro de benzalconio con sobreexpresión de bombas de eflujo, 

principalmente mayor expresión de los genes cromosómicos mdrL y lde que 

codifican bombas de eflujo de múltiples fármacos de la superfamilia de facilitadores 

principales y expulsan compuestos como antibióticos, metales pesados y bromuro 

de etidio (Mata et al., 2000; To et al., 2002). 

Los ensayos de difusión en agar son de los métodos comúnmente usados para 

evaluar la resistencia bacteriana a antibióticos y según el diámetro de la zona de 

inhibición se clasifican las cepas como sensibles, intermedias y resistentes 

(CLSI, 2015). A diferencia de los antibióticos no existen puntos de corte establecidos 

para desinfectantes específicos, de igual forma al revisar la literatura se encontraron 

pocos estudios en donde clasifiquen la susceptibilidad de Listeria a QACs mediante 

estas pruebas de difusión en agar lo que limita la comparación de los datos entre 

los estudios. 

Njagi et al. (2005) evaluaron la efectividad de desinfectantes (incluido QACs) contra 

bacterias procedentes de un entorno avícola mediante el método de difusión de 

pozo y consideraron diámetros inferiores o iguales a 10 mm para cepas resistentes 

(R) y por encima de este valor cepas susceptibles (S). En este estudio, establecimos 

un criterio de clasificación, en base a los resultados obtenidos con el método de 

difusión en agar de pozo que resultó ser el más sensible y tomando como puntos 

de corte los diámetros de inhibición de las cepas más sensibles (cepas de otros 

ambientes de producción) con la concentración de uso más alta del desinfectante. 

Según los criterios establecidos el 82.6 % (19/23) de los aislados se clasificaron con 

susceptibilidad intermedia, el 17.4 % (4/23) como resistentes y las cepas de otros 

ambientes de producción, incluida la cepa de colección ATCC fueron sensibles a 

QACs (1000 ppm) (Figura 11).  

https://ift.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1541-4337.12910#crf312910-bib-0032
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Curiosamente los aislados de L. monocytogenes clasificados como resistentes 

fueron colectados de pisos y coladeras, y según los procedimientos de desinfección 

en la empresa para ese tipo de superficie de no contacto directo con el alimento se 

utilizan las concentraciones más elevadas del desinfectante que pueden ser de 

hasta 1000 ppm. De los aislados categorizados resistentes solo uno portaba el gen 

bcrABC, mientras que en los restantes en tres aislados no se detectó la presencia 

de los genes (bcrABC y qacH), no encontrándose de esta forma asociación entre la 

presencia de genes y una mayor resistencia a QACs. 

 En aras de seguir explorando la susceptibilidad de los aislados de L. 

monocytogenes portadores y no portadores de genes de resistencia a QACs, se 

realizaron ensayos de reto microbiano en suspensión y superficie de acero 

inoxidable. Para ello se seleccionaron aislados que portaran un gen, los dos genes 

y ningún gen de resistencia a QACs, así como la cepa de colección ATCC y dos 

cepas aisladas de otros ambientes de producción (Tabla 10). 

 

Figura 11. Susceptibilidad de cepas de L. monocytogenes a QACs (1000 ppm) 

mediante método de difusión en agar de pozo. I: intermedia R: resistente S: sensible 
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Tabla 10. Susceptibilidad de L. monocytogenes a QACs (200 ppm) mediante 

ensayo de reto microbiano en suspensión. 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. 2Límite de detección de la 

técnica de vaciado en placa (< 10 UFC/mL). 

El método en suspensión, permitió reducciones en las poblaciones microbianas de 

más de 5 Log UFC/mL en todos los casos, sin diferencias estadísticas entre las 

cepas (p>0.05). Según las pruebas de eficacia para este tipo de desinfectante, que 

está aprobado para su uso en superficies de no contacto con alimentos se requiere 

una reducción microbiana de 3 Log (99.9%) en las concentraciones de uso y tiempo 

de exposición recomendados por el fabricante, tal como se describe en la etiqueta 

del producto (EPA, 2012). En este tipo de pruebas las células tienen contacto directo 

con el desinfectante, no interfieren otros factores que puedan disminuir su eficacia, 

por el contrario, en la industria alimentaria pueden influir la presencia de materia 

orgánica y la formación de biopelículas en superficies (Kragh et al., 2024).  

Por su parte, en el ensayo en superficie de acero inoxidable se evaluaron diferentes 

combinaciones de concentración y tiempo de contacto del desinfectante simulando 

las condiciones de uso de QACs en la empresa. Al aplicar concentraciones de 200 

ppm (30 s y 2 min de contacto) y 500 ppm (30 s de contacto) no se alcanzaron 

Cepas 

Características Población 
inicial 

Población2 

sobreviviente 
Reducción 

Origen Presencia/ausencia 
de genes de 
resistencia 

Log UFC/mL 

YCD_LM007 
Empresa de 
hortalizas 

congeladas 

bcrABC y qacH 10.2 ± 0.11 1.0 ± 0.02 9.2 ± 0.1 

YCD_LM008 bcrABC 10.1 ± 0.2 1.0 ± 0.0 9.1 ± 0.2 

YCD_LM018 Ausencia  10.3 ± 0.1 1.0 ± 0.0 9.3 ± 0.1 

Q16 
Empresa de 

queso 
ranchero 

Ausencia  10.2 ± 0.1 1.0 ± 0.0 9.2 ± 0.1 

A80 
Empresa de 

procesamiento 
de aguacate 

Ausencia  9.3 ± 0.1 1.0 ± 0.0 8.3 ± 0.1 

ATCC 19115 Colección Ausencia  10.3 ± 0.0 1.0 ± 0.0 9.3 ± 0.0 
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reducciones de 3 Log UFC/cm2 en ninguno de los casos, mientras que la aplicación 

de 500 ppm por 2 min fue el tratamiento que permitió el menor número de 

sobrevivientes con reducciones de más de 3 Log UFC/cm2 (Tabla 11).  

Tabla 11. Susceptibilidad de L. monocytogenes a QACs mediante ensayo de reto 

microbiano en superficie de acero inoxidable. 

Cepas 

Población 
inicial 
 (Log  

UFC/cm2) 

Población sobreviviente  
(Log UFC/cm2) 

Reducción (Log UFC/cm2) 

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 

YCD_LM007 8.6 ± 0.51 6.5 ± 0.6 5.8 ± 0.5 6.0 ± 0.5 4.4 ± 0.4 1.9 ± 0.5 2.9 ± 0.7 2.6 ± 0.7 4.3 ± 0.6 

YCD_LM008 7.9 ± 0.4 6.4 ± 0.8 6.2 ± 0.4 6.3 ± 0.3 4.5 ± 0.7 1.2 ± 0.5 1.6 ± 0.6 1.6 ± 0.3 3.4 ± 0.9 

YCD_LM018 8.4 ± 0.9 6.9 ± 1.0 6.5 ± 0.6 6.6 ± 1.1 5.1 ± 0.5 1.6 ± 0.6 2.0 ± 0.6 1.9 ± 0.6 3.3 ± 0.8 

Q16 8.8 ± 0.1 6.7 ± 0.5 6.5 ± 0.2 6.6 ± 1.0 5.3 ± 0.3 1.2 ± 0.8 2.2 ± 0.3 2.1 ± 0.9 3.5 ± 0.2 

A80 8.1 ± 0.4 6.6 ± 0.5 5.7 ± 0.5 5.9 ± 0.9 3.3 ± 0.7 1.0 ± 0.7 2.3 ± 0.6 2.1 ± 0.6 4.8 ± 1.1 

ATCC 19115 8.7 ± 0.1 6.4 ± 1.4 6.3 ± 0.7 5.5 ± 0.7 4.3 ± 1.2 1.5 ± 0.6 2.3 ± 0.6 3.2 ± 0.7 4.4 ± 1.3 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. T1: Tratamiento 1 (200 ppm 30 

s de contacto); T2: Tratamiento 2 (200 ppm 2 min de contacto); T3: Tratamiento 3 (500 ppm 30 s de 

contacto); T4: Tratamiento 4 (500 ppm 2 min de contacto).  

Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores. Belessi et al. (2011) 

no encontraron reducciones mayores a 4 Log UFC/cm2 de L. monocytogenes 

adheridas a superficies de acero inoxidable al aplicar un desinfectante a base de 

QACs (1%) con 6 min de contacto. Boucher et al. (2021) evaluaron la susceptibilidad 

de 14 cepas de L. monocytogenes adheridas a superficies de acero inoxidable a 

dos desinfectantes a base de QACs a 200 ppm por 2 min de contacto y no 

observaron reducciones mayores a 5 Log UFC en todos los casos.  

Durante la evaluación de la eficacia de los desinfectantes en superficies inertes 

como el acero inoxidable existen diversos factores que pueden influir como la 

capacidad intrínseca de adhesión de cada cepa a la superficie, lo que puede 

repercutir en la cantidad de bacterias sobrevivientes; también las características de 
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la superficie, si presenta poros o abrasiones que dificulte la desinfección y 

eliminación de las bacterias (Maillard et al., 2005). Las pruebas de evaluación en 

superficie predicen mejor la concentración de uso más apropiada del desinfectante 

en comparación con las pruebas de suspensión. Para la industria no sería rentable 

el uso de desinfectantes en concentraciones más elevadas debido a costos, 

contaminación medioambiental y consideraciones toxicológicas. Es importante 

diseñar pruebas de eficacia de desinfectantes que tengan en cuenta las 

recomendaciones de uso y aplicación de cada producto, así como los factores y 

condiciones del ambiente de producción. 

Por otra parte, no se apreciaron diferencias significativas en la población 

sobreviviente de las cepas de origen ambiental o los aislados de la empresa, solo 

destacó la cepa A80 procedente de un ambiente de procesamiento de aguacate con 

el menor número de sobrevivientes en todos los tratamientos. De igual forma, no se 

encontraron diferencias entre los aislados portadores de los genes bcrABC y qacH 

y las cepas que no presentaban estos marcadores de resistencia a QACs, lo que 

coincide con lo observado en los ensayos de difusión en agar donde todos los 

aislados mostraron rangos de inhibición similares independientemente de la 

presencia o ausencia de los marcadores de resistencia a QACs (genes bcrABC y 

qacH). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kragh et al. (2024), donde 

los valores de concentración mínima bactericida y la supervivencia de 19 cepas de 

L. monocytogenes procedentes de ambientes de producción de alimentos después 

de una exposición de 5 min a 50 mg/L (equivalente a 50 ppm) de cloruro de 

benzalconio fue similar entre los aislados independientemente de la 

presencia/ausencia de genes de resistencia a QACs (qacH, brcABC, emrC y emrE).  

A pesar de no encontrar correlación entre la presencia de los genes bcrABC y qacH 

y mayor resistencia fenotípica a QACs, es necesario realizar más estudios para 

esclarecer los mecanismos de resistencia a QACs en los aislados de L. 

monocytogenes. Por otra parte, debido a la localización de estos marcadores en 

elementos genéticos móviles podrían tener un papel importante en la transferencia 
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de genes de resistencia a QACs entre especies de Listeria, por lo que resulta 

relevante explorar en las especies no patógenas portadoras si la transferencia de 

estos determinantes a L. monocytogenes le confiere o no mayor resistencia a este 

desinfectante.   

6.4 Evaluación del efecto de la temperatura y substrato en la probabilidad de 

transferencia de genes de resistencia a QACs entre cepas de Listeria spp. y L. 

monocytogenes en cultivos mixtos. 

Se conformaron cuatro cultivos mixtos con cepas de L. innocua donante del gen 

bcrABC y L. monocytogenes receptoras y se realizaron en total 216 reacciones de 

transferencia en diferentes condiciones de substrato y temperatura durante 10 días 

de incubación. Se observó transferencia del gen bcrABC de L. innocua a L. 

monocytogenes en el 7.9 % de las reacciones, así mismo la frecuencia de 

transferencia fue variable en las réplicas realizadas (Tabla 12). 

Tabla 12. Frecuencia de transferencia del gen bcrABC en cultivos mixtos de L. 

innocua portadora y L. monocytogenes no portadora. 

 Sus: Sustratos; CS: Caldo soya tripticasa; EV: Extracto vegetal 

 

Cultivos 

Mixtos 

 

Sus 

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Total 

40 C 250 C 360 C 40 C 250 C 360 C 40 C 250 C 360 C 40 C 250 C 360 C 

LIN001/

LM021 

CS 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/9 0/9 0/9 

EV 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/9 0/9 0/9 

LIN001/

LM022 

CS 0/3 1/3 0/0 0/3 1/3 1/3 0/3 1/3 0/3 0/9 3/9 1/9 

EV 0/3 1/3 0/0 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3 2/3 0/9 3/9 2/9 

LIN003/

LM021 

CS 1/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/9 0/9 1/9 

EV 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/9 0/9 0/9 

LIN003/

LM022 

CS 0/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3 0/9 3/9 1/9 

EV 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3 0/9 1/9 1/9 
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Se ha identificado la presencia del gen bcrABC en el plásmido pLM80 

fundamentalmente, pero también en otros plásmidos en el género Listeria. En un 

estudio realizado por Schmitz-Esser et al. (2021) encontraron la presencia del gen 

bcrABC en el 46 % de plásmidos de 1921 genomas de L. 

monocytogenes analizados. Se conoce que el plásmido pLM80 (80 kb de tamaño) 

codifica para proteínas de transporte asociadas a la superficie, así como para un 

posible aparato de transferencia de plásmidos, por lo que podría ser la conjugación 

el principal mecanismo de transferencia del gen bcrABC entre especies de este 

género (Nelson et al., 2004). Varios estudios han reportado la transferencia 

conjugativa del gen bcrABC entre Listeria spp. no patógenas a L. monocytogenes 

(Lemaître et al.,1998; Dutta et al., 2013).  

La conjugación es un mecanismo de transferencia de material genético, que 

requiere el contacto directo entre bacterias donantes y receptoras, la formación de 

un aparato conjugativo y la posterior adhesión a la superficie de la bacteria 

receptora, lo que depende en gran medida de la densidad de bacterias, su motilidad 

y el medio en que ocurre la transferencia (Goessweiner-Mohr et al., 2015). La 

formación de parejas de apareamiento es un paso limitante en la conjugación en 

medios líquidos debido a la competencia entre bacterias; pudiera ser esta una 

posible explicación a los pocos eventos de transferencia observados, ya que se ha 

reportado interacción inhibitoria entre L. innocua y L. monocytogenes que resulta en 

un mayor crecimiento de L. innocua y disminución de la densidad celular de L. 

monocytogenes, lo que conllevaría a una reducción de pares de apareamientos y 

por tanto menor transferencia del gen bcrABC (Cornu et al., 2002; Alderliesten et 

al., 2020).  

En este sentido, se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de 

transferencia del gen bcrABC entre las combinaciones de cepas donantes (L. 

innocua) y receptoras (L. monocytogenes) en los cultivos mixtos (p<0.05). Se 

observó escasa frecuencia de transferencia del gen bcrABC con la cepa 

YCD_LM021 receptora, mientras que se apreciaron mayores frecuencias con 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508000859#bib83
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YCD_LM022 receptora independientemente de las cepas de L. innocua donantes  

(Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La probabilidad de transferencia del gen bcrABC dependió notablemente de la 

combinación de cepas utilizadas como donantes y receptoras en los cultivos mixtos, 

lo que puede deberse a características intrínsecas de cada cepa para transferir y 

adquirir exitosamente material genético; a su vez los menores porcentajes de 

transferencia del gen bcrABC en los cultivos mixtos con la cepa YCD_LM021 

receptora podría asociarse a una mayor interacción inhibitoria entre L. innocua y 

dicha cepa en particular.  

Se ha reportado que la frecuencia de transferencia de plásmidos depende en gran 

medida de las cepas donantes y receptoras (Lemaitre et al.,1998). En un estudio 

realizado por Katharios et al. (2012) observaron que la eficiencia de transferencia 

conjugativa del gen bcrABC entre Listeria spp. a otras listerias no patógenas y a L. 

Figura 12. Mapa de color del porcentaje de transferencia del gen bcrABC en cultivos 

mixtos de L. innocua y L. monocytogenes en diferentes condiciones de temperatura 

y sustrato. CS: Caldo soya; EV: Extracto vegetal. 
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monocytogenes dependió en gran medida de las cepas donantes y receptoras, con 

mayor variabilidad en las cepas receptoras.  

Adicionalmente, fue indistinta la frecuencia de transferencia del gen bcrABC en 

caldo soya o extracto vegetal, lo que puede asociarse a que ambos sustratos 

permitieron un estado fisiológico de Listeria adecuado para la conjugación. Varios 

estudios han demostrado que la disponibilidad de nutrientes influye notablemente 

debido al estado fisiológico de las cepas donantes y receptoras (Dröge et al., 1999; 

Hausner et al., 1999). Por otra parte, los medios líquidos representan ambientes 

homogéneos que propician encuentros aleatorios entre cepas donantes y 

receptoras, lo que favorece en gran medida la transferencia conjugativa; no 

obstante, no se aproximan a las condiciones reales del ambiente de producción, 

como las biopelículas en superficies donde la influencia es más marcada. En un 

estudio realizado por Ma et al. (2013) encontraron que altas concentraciones de 

nutrientes permitieron la formación de biopelículas densas y compactas con menor 

eficiencia de transferencia de plásmidos, al contrario de bajas concentraciones de 

nutrientes con biopelículas más porosas y llenas de agua y por tanto mejor 

propagación de genes por transferencia de plásmidos conjugativos. 

Por otra parte, se observaron mayores porcentajes de transferencia del gen bcrABC 

a temperaturas de 25 y 36 0C, mientras que a 4 0C la transferencia fue casi 

inexistente. Esta mayor frecuencia de transferencia a 25 0C podría asociarse a la 

movilidad flagelar dependiente de temperatura en L. monocytogenes (a 

temperaturas superiores a 30 0C se reprime la transcripción del gen flagelar, 

mientras que a temperaturas inferiores a 30 0C se transcribe dicho gen), lo que 

propicia la movilidad, el contacto entre las células y a su vez mayor transferencia 

conjugativa (Peel et al., 1988; Kamp et al., 2011).  Además, la escasa transferencia 

del gen bcrABC en condiciones de bajas temperaturas puede deberse a una menor 

densidad de Listeria después de 10 días de incubación a 4 0C.  

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Katharios et al. (2012), quienes 

encontraron mayor transferencia del gen bcrABC entre especies no patógenas de 



67 
 

Listeria a 25 0C que a 37 0C, mientras que la adquisición por L. monocytogenes fue 

igualmente eficiente en ambas temperaturas. En otro estudio realizado por Van 

Meervenne et al. (2015) reportaron una reducción de la transferencia conjugativa 

(resistencia a antibióticos) de Lactobacillus sakei a L. monocytogenes con la 

disminución de la temperatura (menos de 7 0C).  

En ambientes de procesamiento de alimentos, otros factores como la formación de 

biopelículas podrían influir en la transferencia y diseminación de plásmidos 

conjugativos entre especies de Listeria. Se han reportado mayores tasas de 

conjugación en biopelículas que en cultivos planctónicos, debido fundamentalmente 

a que son microambientes con altas densidades bacterianas que presentan 

estructuras como canales y poros que favorecen el contacto entre las células y la 

propagación de elementos genéticos móviles (Sørensen et al ., 2005; Kelly et al., 

2009; Madsen et al., 2012). En un estudio previo del grupo de trabajo se observó 

transferencia del gen bcrABC de L. innocua a L. monocytogenes en biopelículas de 

acero inoxidable en el 17 % (13/78) de los ensayos (Vega et al., 2022).  

También, se ha descrito que la frecuencia de conjugación se ve influenciada 

negativamente por la competencia de poblaciones microbianas autóctonas, que 

influye directamente en los pares de apareamiento y por ende en la frecuencia de 

conjugación (Grohmann, 2011). Otro factor a tener en cuenta es el pH ya que puede 

afectar la estabilidad de las proteínas involucradas en los mecanismos de 

transferencia génica y además en el estado fisiológico de cepas donantes y 

receptoras; el rango de pH que posibilita mayores frecuencias de transferencia 

conjugativa es entre 6 y 8 (Lafuente et al. 1996). 

Finalmente, es importante considerar una posible subestimación de los eventos de 

transferencia, se utilizaron métodos tradicionales de cultivo, los cuales tienen 

limitantes como no distinguir entre un número exacto de eventos de transferencia, 

la selección de los transconjungantes (expansión clonal de la población receptora) 

y además la aparición de bacterias en estado viable no cultivable lo que sesga la 

cuantificación de las poblaciones donantes, receptoras y transconjungantes 
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javascript:;
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2019.01134/full#ref43
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(Sørensen et al., 2005). Es recomendable para futuros estudios explorar otros 

métodos para estudiar la transferencia de plásmidos y genes, como el uso de genes 

reporteros como el gen que codifica para la proteína verde fluorescente (Haagensen 

et al., 2002; Brito et al., 2021). 

6.5 Evaluación de la resistencia fenotípica a QACs de L. monocytogenes receptoras 

de genes de resistencia al desinfectante 

Se evidenció transferencia del gen bcrABC de L. innocua a L. monocytogenes en 

diferentes condiciones de sustrato y temperatura, se seleccionaron 

transconjungantes y se evaluó la resistencia fenotípica a QACs mediante ensayos 

de difusión en agar y reto microbiano en suspensión y superficie inerte.  

En los ensayos de difusión en agar no se observaron diferencias estadísticas 

significativas en los diámetros de inhibición de las cepas de L. monocytogenes 

nativas y después de recibir el gen bcrABC (Tabla 13). 

Tabla 13. Susceptibilidad de L. monocytogenes nativas y receptoras del gen 

bcrABC a QACs mediante ensayo de difusión en agar. 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. YCD_LM021 y YCD_LM022 

(Cepas Nativas); YCD_LM021R y YCD_LM022R (Cepas receptoras del gen bcrABC). 

La adquisición del gen bcrABC en L. monocytogenes no le confirió 

significativamente mayor susceptibilidad al desinfectante, lo que coincide con 

resultados anteriores (apartado 6.3) donde no se encontró correlación entre la 

Cepas 

Método de difusión en agar de pozo Método de difusión en agar de disco 

Concentración (ppm) Concentración (ppm) 

50 200 500 1000 50 200 500 1000 

Diámetro de inhibición (mm) 

YCD_LM021 7.9 ± 0.81 12.1 ± 0.8 15.2 ± 0.7 18.1 ± 1.2 7.0 ± 0.0 9.3 ± 1.0 11.4 ± 0.8 15.0 ± 0.7 

YCD_LM022 7.8 ± 0.6 12.0 ± 0.9 15.3 ± 0.9 18.3 ± 1.5 7.0 ± 0.0 9.4 ± 0.7 11.8 ± 0.8 15.0 ± 0.7 

YCD_LM021R 7.0 ± 0.0 11.4 ± 0.5 16.0 ± 0.7 19.3 ± 1.0 7.0 ± 0.0 9.8 ± 0.7 14.4 ± 0.7 18.3 ± 0.7 

YCD_LM022R 7.0 ± 0.0 11.8 ± 0.8 17.8 ± 1.3 20.2 ± 0.7 7.0 ± 0.0 9.3 ± 0.5 13.6 ± 0.5 16.6 ± 0.5 
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presencia del gen bcrABC en aislados de L. monocytogenes y mayores diámetros 

de inhibición a QACs. 

Por otra parte, en el ensayo de reto microbiano en suspensión se observaron 

elevadas reducciones microbianas e igualmente no hubo diferencias significativas 

entre las cepas nativas y después de adquirir el gen bcrABC (p<0.05) (Tabla 14).  

Tabla 14. Susceptibilidad de L. monocytogenes nativas y receptoras del gen 

bcrABC a QACs (200 ppm) mediante ensayo de reto microbiano en suspensión. 

Cepa 
Identificación 
de las cepas 

Población 
inicial 

Población 
sobreviviente2 

Reducción 

Log UFC/mL 

Nativa 

YCD_LM021 10.3 ± 0.01 1.0 ± 0.0a 9.3 ± 0.0 

YCD_LM022 10.4 ± 0.1  1.0 ± 0.0a 9.4 ± 0.1 

Receptora 

YCD_LM021R 10.3 ± 0.0  1.0 ± 0.0a 9.3 ± 0.0 

YCD_LM022R 10.3 ± 0.0  1.0 ± 0.0a 9.3 ± 0.0 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. 2Límite de detección de la 

técnica de vaciado en placa (< 10 UFC/mL). 

Finalmente, en el ensayo de susceptibilidad en superficie de acero inoxidable las 

reducciones microbianas no alcanzaron 5 Log UFC/cm2, se observaron diferencias 

entre las cepas YCD_LM021 nativa y después de adquirir el gen bcrABC, 

exhibiendo en este último caso mayor número de sobrevivientes en todos los 

tratamientos con QACs, mientras que entre las cepas YCD_LM022 nativa y 

receptora estadísticamente no fueron significativas las diferencias (Tabla 15).  
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Tabla 15. Susceptibilidad de L. monocytogenes nativas y receptoras del gen 

bcrABC a QACs mediante ensayo de reto microbiano en superficie de acero 

inoxidable. 

Cepas 

Población 
inicial 
(Log 

UFC/cm2) 

Población sobreviviente  
(Log UFC/cm2) 

Reducción (Log UFC/cm2) 

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 

YCD_LM021 8.5 ± 0.71 6.6 ± 0.5 5.2 ± 0.3 5.7 ± 0.4 4.6 ± 0.9 1.8 ± 0.8 3.3 ± 0.9 2.8 ± 0.9 3.9 ± 1.5 

YCD_LM022 8.1 ± 0.6 6.8 ± 0.8 6.0 ± 0.3 6.1 ± 0.5 5.4 ± 0.7 0.9 ± 0.4 2.0 ± 0.6 1.9 ± 0.4 2.7 ± 0.5 

YCD_LM021R 8.5 ± 0.4 6.9 ± 0.9 6.5 ± 0.2 6.7 ± 0.7 5.6 ± 0.4 1.3 ± 0.3 2.1 ± 0.5 1.9 ± 0.4 3.0 ± 0.7 

YCD_LM022R 8.5 ± 0.4 6.6 ± 1.4 6.4 ± 0.8 6.5 ± 0.6 4.3 ± 0.6 1.4 ± 0.4 2.0 ± 0.8 1.9 ± 0.3 4.2 ± 0.9 

1Los datos representan la media ± desviación estándar de 9 valores. T1: Tratamiento 1 (200 ppm 30 

s de contacto); T2: Tratamiento 2 (200 ppm 2 min de contacto); T3: Tratamiento 3 (500 ppm 30 s de 

contacto); T4: Tratamiento 4 (500 ppm 2 min de contacto).  

De forma general las variaciones de la población sobreviviente no fueron tan 

diferentes en todas las cepas, se puede suponer que la adquisición del gen bcrABC 

no confirió una elevada resistencia fenotípica a QACs en comparación con las cepas 

nativas no portadoras. La variabilidad observada en los recuentos de sobrevivientes 

podría asociarse al efecto de adhesión y posterior desprendimiento del inóculo 

bacteriano de las placas de acero inoxidable. También es importante tener en 

cuenta el estado fisiológico de las bacterias sobrevivientes al tratamiento con QACs. 

Se ha reportado disminución del número de unidades formadoras de colonias en la 

población de L. monocytogenes expuestas a altas concentraciones de cloruro de 

benzalconio debido a la inducción de un estado viable no cultivable (Noll et al., 

2020). 

Podríamos considerar que como en resultados previos la presencia de este 

determinante genético no tenga un papel relevante en la resistencia a QACs en los 

aislados de L. monocytogenes. No obstante, tampoco tenemos certeza de si ocurrió 

expresión fenotípica del gen bcrABC en los transconjungantes de L. 
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monocytogenes, siendo necesarios estudios de expresión y transcripción génica 

para corroborar estas hipótesis.   

El casete bcrABC está conformado por un regulador transcripcional bcrA de la 

familia TetR y dos genes bcrB y bcrC de resistencia a múltiples fármacos pequeños 

(SMR) que codifican proteínas de sistemas de eflujo dependientes de protones en 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Elhanafi et al., 2010). La familia TetR 

se ha encontrado ampliamente distribuida en microorganismos ambientales y se ha 

descrito que generalmente actúan como represores transcripcionales, no obstante, 

aún no está del todo esclarecido el papel exacto de bcrA en la regulación 

transcripcional del gen bcrABC (Ramos et al., 2005). Es importante para la 

expresión de genes adquiridos por transferencia horizontal una correcta integración 

en el genoma de la bacteria receptora y no sufrir mecanismos de regulación que 

impidan su expresión y transcripción en una proteína funcional (Susanna et al., 

2006).  

Se ha reportado la influencia de concentraciones subletales de cloruro de 

benzalconio en los niveles de expresión génica de este determinante. En varios 

estudios la exposición a concentraciones subletales de cloruro de benzalconio (10 

μg/mL) mejoró los niveles de transcripción de bcrABC, no obstante, en ausencia de 

este compuesto también se detectó transcripción, lo que sugirió que el cloruro de 

benzalconio reprime levemente o que otras moléculas aún no identificadas influyan 

en la transcripción basal en ausencia del desinfectante (Elhanafi et al., 2010; 

Tamburro et al., 2015). La temperatura es otro factor que tiene un importante 

impacto en la expresión de genes involucrados en la virulencia y las adaptaciones 

ambientales en L. monocytogenes, se ha descrito que temperaturas de 4 a 25 °C 

han mejorado los niveles de transcripción del gen bcrABC en cepas de L. 

monocytogenes, no obstante, aún no se conoce el mecanismo de expresión 

de bcrABC dependiente de temperatura en esta especie (Elhanafi et al., 2010). 
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Por otra parte, la cepa YCD_LM021R tuvo un ligero aumento en la población 

sobreviviente a los diferentes tratamientos con QACs en comparación con la cepa 

no portadora, algo curioso es que fue la cepa receptora con menos eventos de 

transferencia en los cultivos mixtos; pudiera ser debido a características intrínsecas 

que limitaron la adquisición del gen bcrABC, pero a su vez que tuviera más éxito la 

internalización y expresión de dicho determinante genético.  

En varias investigaciones de transferencia se ha encontrado que transconjungantes 

exhiben mayor resistencia en comparación con cepas receptoras, no obstante, no 

existe literatura donde evalúen la resistencia fenotípica de los transconjungantes 

mediante los ensayos realizados en nuestro trabajo, lo que dificulta la comparación 

de los datos. Katharios-Lanwermeyer et al. (2012) evaluaron la transferencia 

conjugativa del gen bcrABC de L. innocua y otras especies no patógenas de Listeria 

a L. monocytogenes y encontraron que los transconjungantes exhibieron CMI 

elevadas para CB (35 a 40 μg/mL), en comparación con las cepas receptoras que 

tenían CMI de 10 μg/mL. En otro estudio realizado por Lemaitre et al. (1998) 

observaron que posterior a la transferencia conjugativa de plásmidos que confieren 

resistencia a diferentes antimicrobianos como el cloruro de benzalconio, 

transconjungantes de L. innocua y L. monocytogenes inicialmente sensibles 

aumentaron la CMI del cloruro de benzalconio a 16 μg/mL mientras que las cepas 

receptoras inicialmente tenían CMI de 2 a 8 μg/mL 

Es importante continuar abordando las interrogantes que surgen con la realización 

de este proyecto y en este sentido realizar estudios de secuenciación, expresión y 

transcripción génica para comprender el papel de los determinantes bcrABC y qacH 

en los mecanismos de resistencia de aislados de L. monocytogenes a QACs.  
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7. CONCLUSIONES 

➢ Las coladeras y los pisos de las áreas de escaldado y congelación se 

identificaron como los principales reservorios de L. monocytogenes, lo que 

indica la colonización y persistencia del patógeno en las superficies de no 

contacto en este ambiente de producción. 

➢ Se encontró la presencia de los genes de resistencia a QACs (bcrABC y 

qacH) en aislados de L. monocytogenes y L. innocua, no obstante, no se 

observó relación entre la presencia de estos determinantes genéticos y 

mayor resistencia fenotípica a QACs.  

➢ Los aislados de L. monocytogenes de la empresa mostraron menor 

sensibilidad a QACs en comparación con cepas de L. monocytogenes 

aisladas de otros ambientes de producción, lo que sugiere la adaptación de 

L. monocytogenes en el ambiente de producción de estudio, lo cual podría 

asociarse no a la presencia de los genes bcrABC y qacH, sino a otros 

mecanismos de resistencia intrínsecos como alteraciones de la superficie 

celular, formación de biopelículas o sobreexpresión de bombas de eflujo 

codificadas en el cromosoma.  

➢ La especie L. innocua pudo transferir el gen bcrABC a L. monocytogenes en 

suspensión, en un extracto vegetal y en mayor medida a temperaturas de 25 

y 36 0C, lo que sugiere el potencial de transferencia de genes de resistencia 

a QACs entre especies no patógenas de Listeria a L. monocytogenes en el 

ambiente de estudio e incita a replantear la tolerancia y utilización de Listeria 

spp. como microorganismo indicador de la presencia del patógeno en el 

ambiente de producción.  

➢ La adquisición del gen bcrABC por L. monocytogenes no confirió mayor 

resistencia fenotípica a QACs, no obstante, queda la incertidumbre si 

realmente ocurrió expresión fenotípica del gen bcrABC en los 

transconjungantes.  
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8. RECOMENDACIONES 

➢ Evaluar el potencial de L. innocua como microorganismo índice de L. 

monocytogenes en este ambiente de producción.  

➢ Realizar estudios de secuenciación de los aislados de L. monocytogenes 

para esclarecer el papel de los genes bcrABC y qacH en la resistencia 

fenotípica a desinfectantes a base de QACs. 

➢ Explorar escenarios más realistas con influencia de otras microbiotas en las 

reacciones de transferencia del gen bcrABC entre especies de Listeria.  

➢ Explorar otros métodos para evaluar la transferencia de plásmidos y genes, 

como el uso de genes reporteros como el gen de la proteína verde 

fluorescente.  

➢ Realizar estudios de expresión y transcripción del determinante de 

resistencia bcrABC en los transconjungantes de L. monocytogenes.  
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ANEXOS 

Anexo 1: Protocolo de titulación QACs 

Determinación de compuestos de amonio cuaternario por el método del 

ferricianuro (EPA 1982). 

Principio del Método: El exceso de solución de ferricianuro se hace reaccionar con 

compuestos de amonio cuaternario para formar un precipitado insoluble que se filtra 

de la solución de muestra. Se determina el exceso de ferricianuro en el filtrado 

mediante valoración con tiosulfato estándar y el porcentaje de cuaternario se calcula 

a partir de la cantidad de ferricianuro utilizado. 

Reactivos: 

1. Solución tampón: disuelva 130 gramos de acetato de sodio en 400 mL de agua, 

añadir 42 mL de ácido acético y completar hasta 500 mL. 

2. Solución de ferricianuro: disolver 6,6 gramos de ferricianuro de potasio en agua 

y completar hasta un litro (aprox. 0,02 N) 

3. Solución de sulfato de zinc: disuelva 20 gramos de hepta-sulfato de zinc hidratar 

en 180 mL de agua. 

4. Tiosulfato de sodio, solución estándar 0,02 N - diluir 100 mL Tiosulfato de sodio 

estándar 0,1 N hasta 500 mL. 

5. Ácido clorhídrico (0.1 N) 

6. Yoduro de potasio, ACS, cristales. 

7. Solución indicadora de almidón 

Equipos: 

1. Baño de vapor 

2. Aparato de filtración 

3. Aparato de titulación 
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4. Material de vidrio habitual de laboratorio 

Procedimiento:  

Pesar una porción de muestra equivalente a 0,5 gramos de compuesto de amonio 

cuaternario en un matraz volumétrico de 100 mL y disolverla en aproximadamente 

50 mL de agua. Si la muestra no es fácilmente soluble, caliéntela en un baño de 

vapor durante unos 10 minutos mezclando ocasionalmente; enfriar y agregar 5 mL 

de la solución tampón. 

Añadir exactamente, con una pipeta, 30 mL de la solución de ferricianuro, haciendo 

girar el matraz durante la adición. Completar el volumen con agua, mezclar bien y 

dejar reposar durante media hora, mezclando ocasionalmente. 

Filtrar, desechando los primeros 10 mL del filtrado. Pipetee 50 mL del filtrado en un 

matraz Erlenmeyer con tapón de vidrio de 300 mL, agregue 10 mL de agua, 1-2 

gramos de yoduro potásico y 10 mL (1+1) de ácido clorhídrico. Mezclar bien y dejar 

reposar 2 minutos. Añadir 10 mL de solución de sulfato de zinc, mezclar y dejar 

reposar 2-5 minutos más. 

Valorar con solución estándar de tiosulfato de sodio 0,02 N, añadiendo solución 

indicadora de almidón cerca del final de la titulación. 

Repita el procedimiento anterior exactamente, usando una porción idéntica (30 mL) 

de solución de ferricianuro a la que se usó con la muestra. Esto servirá como un 

blanco para los reactivos y proporciona una base para el cálculo. 

Calcular el porcentaje de nitrógeno y el porcentaje de amonio cuaternario 

compuestos de la siguiente manera: 
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Anexo 2: Análisis de correlación entre presencia de genes de resistencia a QACs 

(bcrABC y qacH) y diámetros de inhibición según los métodos de difusión en agar.  

• Análisis en R Studio (Correlación de Pearson) 

Pearson's product-moment correlation 

data:  Corre$Diametro.mm. and Corre$gen.bcrABC 

t = 0.23753, df = 67, p-value = 0.813 

alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0 

95 percent confidence interval: -0.2091097 0.2638757 

sample estimates:  cor 0.02900657 

 
Pearson's product-moment correlation 

data:  Corre$Diametro.mm. and Corre$gen.qacH 

t = 0.74306, df = 67, p-value = 0.46 

alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0 

95 percent confidence interval: -0.1494721 0.3202354 

sample estimates:  cor 0.09040696 

 

• Análisis en R Studio (Prueba t de student) 

Welch Two Sample t-test 

data:  Diametro by Genes bcrABC y qacH 

t = -0.20136, df = 23.238, p-value = 0.8422 

alternative hypothesis: true difference in means between group Ausencia and group Presencia is no

t equal to 0 

95 percent confidence interval: -0.8468967 0.6965699 

sample estimates:  mean in group Ausencia mean in group Presencia  

                                                         17.61111                      17.68627  
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