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RESUMEN 

 

Listeria monocytogenes es una bacteria causante de la listeriosis, la enfermedad de transmisión 

alimentaria con mayor tasa de mortalidad a nivel mundial. En la actualidad el número de casos 

registrados de listeriosis se encuentra en aumento, por lo cual las regulaciones para prevenir su 

presencia en los alimentos son cada vez más estrictas. Siendo necesario que todos los alimentos 

que se comercialicen sean seguros y se encuentren dentro de las normativas.  

 

De esta manera, se detectó que un punto importante en la prevención de la contaminación 

alimentaria, se encuentra en mantener la inocuidad del alimento durante toda la cadena productiva. 

Incluso en las etapas post producción, ya que no cuentan con pasos bactericidas. Esto es 

especialmente clave en el caso de los alimentos listos para el consumo, al no pasar por una etapa 

de cocción previo a ser ingeridos.   

 

Es aquí, donde entra el monitoreo ambiental de las plantas productoras de alimentos. Lo que se 

busca con estos, es tener un control de todas las superficies del establecimiento (tengan o no 

contacto directo con los alimentos) y mediante estos análisis ambientales detectar la presencia de 

L. monocytogenes. Los cuales para ser efectivos deben ser seguidos de medidas correctivas.  

 

En este contexto el objetivo de este proyecto fue generar un nuevo producto capaz de detectar L. 

monocytogenes en distintas superficies que se puedan encontrar en la industria alimentaria. Como 

pueden ser las mesadas, heladeras y piletas, entre otras. Lo cual se llevó a cabo mediante la 

aplicación de técnicas de microbiología clásica.  

 

Se logró desarrollar un producto de fácil manipulación que permite detectar la presencia de L. 

monocytogenes en superficies. Pudiendo ser aplicado en establecimientos alimentarios, para el 

monitoreo ambiental como medida preventiva y así evitar la contaminación de los alimentos.  
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ABREVIATURAS 

 

ACL: AGAR CROMOGÉNICO Listeria 

 

ALC: ALIMENTO LISTO PARA EL CONSUMO 

 

BHI: INFUSIÓN CEREBRO CORAZÓN 

 

BLEB: CALDO DE ENRIQUECIMIENTO PARA Listeria TAMPONADO  

 

CA: CALDO A 

 

CSA: CALDO SA 

 

CF: CALDO F 

 

CD: CALDO D 

 

CDR: CALDO DR 

 

CRF: CALDO RF 

 

C2F: CALDO 2F 

 

ETA: ENFERMEDAD DE TRANSMISIÓN ALIMENTARIA 

 

PCR: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA  

  

TPC: TEST DE PROMOCIÓN DE CRECIMIENTO 

 

TSA: AGAR TRIPTONA DE SOJA 

 

TSB: CALDO TRIPTONA DE SOJA 

 

TSA/YE: AGAR TRIPTONA DE SOJA EXTRACTO DE LEVADURA 

 

UFC: UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. LISTERIA 

 

Listeria monocytogenes es una bacteria cocobacilar, que no forma esporas ni tampoco tiene cápsula. 

Es gram positiva, cuenta con un flagelo polar y es anaerobia facultativa. Se la puede encontrar 

ampliamente distribuida en diversos ambientes, como en la tierra, aguas, vegetales, alimentos y heces, 

tanto de personas como de animales. Tiene la capacidad de poder vivir en un gran rango de 

temperatura que oscila entre 1 y 45ºC, también puede soportar concentraciones altas de cloruro de 

sodio y un rango de pH que va desde 4,5 a 9,2 (1, 2). 

 

Para su detección en los laboratorios se llevan a cabo pruebas bioquímicas que se basan en sus 

características fisiológicas, como la hidrólisis de esculina o la β-hemólisis en agar sangre. También se 

la puede detectar según su movilidad, que es muy característica, ya que en medio semisólido se puede 

apreciar una forma de paraguas. Otras características de esta bacteria que permiten identificarla son 

que es oxidasa negativa, catalasa positiva y produce ácido a partir de xilosa y ramnosa. Esto último se 

utiliza para identificarla en medios con xilosa y ramnosa donde se puede ver que el medio vira de color 

(3, 4). 

 

1.1.1. LISTERIOSIS 

 

La listeriosis es la enfermedad causada por esta bacteria y es una de las ETA (enfermedad de 

transmisión alimentaria) que causa el mayor número de muertes al año, no por ser la más frecuente 

sino por tener un alto índice de mortalidad. Al ser un patógeno intracelular facultativo, pudiendo 

desarrollarse tanto dentro como fuera de las células, presenta una compleja patogenia. Es capaz de 

atravesar la placenta, las barreras intestinal y hematoencefálica, produciendo infecciones en fetos, 

meningoencefalitis y gastroenteritis (5, 6, 7). 

 

La listeriosis se puede presentar como listeriosis invasiva (forma grave de la enfermedad) y no invasiva 

(forma leve de la enfermedad). Su forma no invasiva puede presentar síntomas como dolores 

musculares, fiebre, vómitos o diarrea, mientras que la forma invasiva se caracteriza por la presencia 

de L. monocytogenes en el líquido cefalorraquídeo, pudiendo producir encefalitis, convulsiones y 

alteraciones del estado mental como son los trastornos motores. En el 20% de los casos de mujeres 

embarazadas que contraen la forma invasiva de la enfermedad se produce muerte fetal, mientras que 

el 63% de los casos padecen infección neonatal. En los adultos con comorbilidades como pueden ser 

las enfermedades autoinmunes, se manifiesta como meningitis bacteriana y tiene una tasa de 

mortalidad del 20 al 40%. Para los grupos de riesgo la dosis infecciosa de L. monocytogenes es de 

alrededor de las 102 células viables y en el caso de las personas sanas es de 104 células viables. Sin 

embargo, aún no se ha logrado comprender en su totalidad la relación entre la dosis infectiva y la cepa 

bacteriana, por lo cual como medida preventiva se consideran a todas las cepas de L. monocytogenes 

como patogénicas (8, 9). 

 

1.2. PROBLEMÁTICA 

 

El mayor problema de la listeriosis es su alta tasa de mortalidad (20 - 30%), por lo que es considerada 

como la ETA más grave. Además, en la Unión Europea es la quinta infección zoonótica más frecuente. 

Actualmente, el número de casos ha sufrido un considerable aumento, estimándose que en los países 

desarrollados su frecuencia es de entre 2 y 15 casos cada un millón de habitantes. En 2017 hubo 2480 

casos confirmados de listeriosis en la Unión Europea, mientras que esa cifra aumentó en 2018, 

confirmándose 2549 casos y una mortalidad del 15,6%. A su vez, en 2018 en Sudáfrica se reportó el 

brote más grande hasta la fecha de listeriosis, en el que se registraron 1000 casos y una tasa del 20% 
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de mortalidad. En 2011 se registró en Estados Unidos la mayor tasa de muertes a causa de una ETA, 

con 147 casos y 33 muertes (6, 10). 

 

Se estima que el 90% de los pacientes con listeriosis requieren ser internados en cuidados intensivos. 

En Estados Unidos L. monocytogenes junto con otros tres patógenos causantes de ETAs representan 

un estimado de entre USD$9 y USD$11 billones al año en impactos a la salud humana (10). 

 

La información disponible sobre la incidencia de listeriosis en América Latina es escasa, aunque al 

igual que en el resto del mundo está aumentando. Lo que va de la mano con la regulación de algunos 

países, por ejemplo en Brasil la listeriosis no es una enfermedad de notificación obligatoria y lo mismo 

ocurre en Ecuador, donde se desconoce su impacto en la población. Incluso en algunos paises no se 

encuntran brotes reportados a pesar de que si se reportan muertes esporadicas o abortos causados 

por L. monocytogenes. Los motivos por los cuales se desconocen estos datos en los países 

subdesarrollados son la falta de un sistema de vigilancia y de control sanitario en los establecimientos 

productores de alimentos (11, 12, 13, 14). 

 

A pesar de la poca prevalencia reportada de la enfermedad en estos países, se han realizado varios 

estudios que demuestran la presencia de L. monocytogenes en alimentos producidos y vendidos en 

América Latina. En la mayoría de los casos se detectó la presencia de Listeria en quesos y productos 

lácteos elaborados en establecimientos rurales, donde se hacen como manera de minimizar el 

desperdicio de leche. También es importante mencionar que ocurre de igual manera para los productos 

cárnicos y alimentos provenientes de granja, donde la contaminación cruzada es el principal motivo de 

Listeria en los alimentos (12, 15). 

 

En Uruguay, se registran brotes de ETAs desde 1993 y es obligatorio notificar los casos positivos de 

meningitis, es así como se realiza la vigilancia de las infecciones por L. monocytogenes. A pesar de 

que no ha habido brotes y la prevalencia de la enfermedad es de tres casos al año, estudios han 

demostrado la presencia de L. monocytogenes en alimentos, principalmente aquellos listos para el 

consumo y congelados (16, 17). 

 

1.3. LISTERIA EN LA INDUSTRIA 

 

Este microorganismo significa una gran problemática para las industrias alimentarias por lo dificultoso 

que es su control en las plantas de procesamiento. En cuanto a la higiene y la salud alimentaria, L. 

monocytogenes cuenta con prioridad en los análisis de peligros y puntos de control críticos. El mayor 

inconveniente de L. monocytogenes en la industria alimentaria es su capacidad de formar biofilms, ya 

que le permiten proliferar en los equipos de procesamiento. Teniendo en cuenta qué además, le 

proporcionan protección contra los sanitizantes, siendo difíciles de eliminar mediante los métodos 

convencionales (9, 18, 19). 

 

En las industrias alimentarias se puede encontrar Listeria frecuentemente en zonas húmedas, como 

son el suelo, las superficies de mesadas y lugares de trabajo, estanterías o utensilios. Especialmente, 

gracias a su habilidad de crecer a bajas temperaturas es muy probable encontrarla en las superficies 

de refrigeradores o dispositivos de refrigeración y ventilación, así como también en desagües y 

cañerías. Entre los factores que aumentan el riesgo de contaminación cruzada en las plantas 

procesadoras de alimentos, se destacan las prácticas ganaderas y agrícolas inadecuadas, el no seguir 

protocolos de controles preventivos, poca higiene en la cadena alimentaria, la ausencia de controles 

preventivos y la incorrecta aplicación de productos sanitizantes. Es importante mencionar que la mala 

higiene por parte del personal de la planta, especialmente de manos cumplen un rol importante en la 

contaminación cruzada de los alimentos (4, 20). 
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Hay evidencia de que la contaminación de los ALC (alimentos listos para el consumo), puede ocurrir 

luego de la producción, por ejemplo en el envasado o transporte, etapas donde no se cuenta con un 

paso bactericida. Por lo que es importante minimizar el riesgo de contaminación en todas las etapas 

incluyendo la postproducción. Este es el motivo por el cual la reglamentación implementada por la Food 

and Drug Administration (FDA), requiere que los establecimientos productores de ALC realicen 

controles ambientales de la presencia de L. monocytogenes a lo largo de toda la cadena productiva, 

de esta manera se busca reducir la posibilidad de contaminación en las plantas elaboradoras de 

alimentos (17, 21). 

 

Teniendo en cuenta que, el aumento en la incidencia de L. monocytogenes ha obligado a los países 

desarrollados a establecer programas de monitoreo destinados a la protección alimentaria, es evidente 

pensar que la inocuidad es un punto de suma importancia en el comercio internacional. De tal manera, 

que es considerada como la insignia de calidad más valorada, motivo suficiente, para que los países 

en vías de desarrollo pongan énfasis en la inocuidad de sus alimentos. En muchos casos la economía 

de estos depende de la exportación de alimentos, viéndose obligados a mejorar la inocuidad de sus 

sistemas productivos (17). 

 

Es preciso que se adecue la producción industrial a las exigencias de calidad e inocuidad requeridas 

por los países compradores, ya que estos son los que condicionan las exportaciones. En este contexto, 

los controles ambientales, como medida preventiva en la industria alimentaria son una herramienta 

rentable (17). 

 

1.3.1. CONTAMINACIÓN DE SUPERFICIES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

 

Una de las causas por las cuales diferentes patógenos ingresan en los alimentos es mediante el 

contacto de esos alimentos con superficies contaminadas. Aunque, la limpieza de las superficies 

parece ser una solución obvia para evitar la contaminación, no es tan fácil como parece. Muchos 

microorganismos tienen la capacidad de formar biofilms, dificultando la eliminación de estos, como se 

mencionó previamente este también es el caso de L. monocytogenes (22, 23). 

 

Los patógenos más comúnmente encontrados en las superficies de la industria alimentaria y que 

causan los mayores problemas sanitarios por lo cual son los más buscados son: Escherichia coli, 

Shigella spp., Listeria monocytogenes, Giardia lamblia, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, 

Clostridium botulinum, Bacillus cereus y Yersinia enterocolitica (24). 

 

En las industrias alimentarias se pueden encontrar superficies de diversos materiales, que van desde 

metales, madera, plásticos, gomas, vidrio y hasta azulejos, entre otros. Diferentes estudios han 

demostrado que desde el punto de vista de la inocuidad alimentaria algunos materiales, como el acero 

inoxidable, presentan mejores características higiénicas. Estos no le brindan a los patógenos un 

ambiente ideal para proliferar, además de que resisten limpiezas intensas. De todos modos, la 

posibilidad de encontrar patógenos en ellos sigue existiendo, aún más cuando no se siguen las 

medidas de higiene correctas. Sin embargo, el mayor problema de la industria alimentaria se encuentra 

en que aún hoy en día, muchos establecimientos no cuentan con la posibilidad de que sus equipos y 

superficies de trabajo sean de materiales adecuados, siendo este el caso de los establecimientos 

rurales en América Latina (14, 22). 

 

Se debe tener en cuenta, que en muchas ocasiones los patógenos ingresan al ciclo productivo de un 

establecimiento en la superficie de las materias primas. Como es el caso de la cáscara de las frutas y 

las verduras que no han sido lavadas. Siendo estas un vehículo para la contaminación de las 

superficies de trabajo y las manos del personal. Al igual que ocurre con los materiales, algunas 

cáscaras le brindan a los patógenos un mejor nicho donde proliferar que otras (22, 24). 
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La manera más efectiva de evitar la contaminación cruzada en la industria alimentaria es asegurando 

la inocuidad de toda la materia prima que ingresa a la línea de producción. Por lo cual, el primer paso 

debe ser la sanitización de por ejemplo las frutas o los vegetales, donde la primera etapa del proceso 

debería ser el lavado. En cuanto a la limpieza de los establecimientos, no todos los microorganismos 

son susceptibles por igual a los mismos sanitizantes, ni a los mismos tiempos de exposición. Otro factor 

importante es que no todos los materiales pueden ser higienizados de la misma manera, ni con los 

mismos agentes sanitizantes (23, 24). 

 

1.4. CONTROLES AMBIENTALES 

 

Como se mencionó previamente el monitoreo ambiental es una herramienta que reduce la posibilidad 

de contaminación alimentaria. Funciona detectando a los patógenos, de manera que si es seguido de 

medidas correctivas se evita que entren en contacto con los alimentos. Se deben realizar en todas las 

etapas de la cadena productiva, especialmente en aquellas zonas de mayor potencial para la 

proliferación de microorganismos (24). 

 

La retirada de alimentos (recall), además de ser un problema de salud pública, significa grandes 

pérdidas económicas para la industria y el comercio, porque genera una mala imagen y pérdida de 

confianza en las marcas. De esta manera es como los programas de control ambiental proveen 

beneficios económicos (21, 25). 

 

En Uruguay se cuenta con un procedimiento específico para el monitoreo de L. monocytogenes en 

establecimientos industrializadores habilitados. Es una manera de mantener a las autoridades 

informadas, a la vez que permite al establecimiento tomar las medidas necesarias para eliminar o 

minimizar la posibilidad de contaminación (25, 26). 

 

Para llevar a cabo un monitoreo ambiental se debe zonificar la planta procesadora en cuatro zonas. 

Siendo la primera, la que presenta el mayor riesgo de contaminación alimentaria, por ser aquellas 

superficies que tienen contacto directo con los alimentos. La cuarta y última zona, es la de menor 

riesgo, se refiere a las zonas que están por fuera de la sala del producto terminado, como los pasillos 

o el vestuario del personal. Los muestreos ambientales se suelen realizar con esponjas, escobillas o 

hisopos y la frecuencia de los mismos es mensual. Las muestras deben ser analizadas solamente en 

laboratorios habilitados (25, 26). 

  

1.5. LEGISLACIÓN ALIMENTARIA 

 

El Reglamento Bromatológico Nacional, dictamina que en los alimentos listos para el consumo debe 

haber ausencia del L. monocytogenes en 25 g de muestra y se especifica que para realizar el análisis 

se deben tomar cinco muestras del mismo alimento, empaquetado en su envase final. También se 

indica que además de los análisis ambientales, en los establecimientos se deben utilizar materias 

primas aptas para el consumo humano, como por ejemplo leche pasteurizada o agua potable, a las 

cuales a su vez se les deben realizar análisis microbiológicos (27). 

 

La regulación es un poco diferente para la Unión Europea y Estados Unidos, puesto que son de los 

mercados más exigentes. En el caso de la Unión Europea, las regulaciones dependen de la matriz 

alimentaria. Permitiendo que haya hasta 100 UFC/g de L. monocytogenes a lo largo de toda la vida útil 

de un alimento, aunque aquellos ALC en los que pueda ser propicio que el patógeno prolifere debe 

haber ausencia en 25 g. Contrariamente, Estados Unidos exige la ausencia de L. monocytogenes en 

25 g de alimento (28, 29). 
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1.6. MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLÓGICOS  

 

El medio de cultivo es una preparación utilizada para el crecimiento, transporte y almacenamiento de 

microorganismos. El principal objetivo de los medios de cultivos es crear un ambiente adecuado para 

el crecimiento, simulando las condiciones lo más cercanas posibles a las naturales, asegurando el 

apropiado funcionamiento de la maquinaria enzimática de los microorganismos, lo cual implica un 

adecuado balance de los componentes. A pesar de que todos los microorganismos necesitan de 

macronutrientes y micronutrientes como lo son el carbono, nitrógeno, fósforo, sulfuros y minerales, la 

composición del medio dependerá de la especie que se trate de cultivar, ya que, los requerimientos 

nutricionales varían enormemente. Por lo cual, la selección y la concentración adecuada de los 

nutrientes es un factor de vital importancia. Los medios de cultivo son esenciales para el aislamiento e 

identificación de microorganismos en la industria alimenticia, farmacológica y cosmética, entre otras 

(30, 31). 

1.6.1. CLASIFICACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

 

Los medios de cultivo se pueden clasificar según varios parámetros, como son: su composición 

química, características físicas y tipo funcional entre otras (30, 32). 

 

Dentro de la clasificación por composición química se encuentran los medios sintéticos o definidos, 

que son aquellos donde se conoce la composición exacta de cada componente. También, se 

encuentran los medios no definidos o complejos, que poseen ingredientes de composición química 

desconocida, como son las peptonas, extractos de carne o levadura y se utilizan para crecer 

microorganismos exigentes con requerimientos nutricionales complejos (30, 32, 33). 

 

Las características físicas de los medios dependen de la concentración de agar que presenten, siendo 

los medios sólidos aquellos que cuentan con más del 1% de agar, semi sólidos los que cuentan con 

menos del 1% de agar y líquidos los que no contienen agar. En el caso de los medios líquidos también 

son llamados caldos de cultivo (32, 33). 

 

Los medios también se pueden clasificar en diferenciales, enriquecidos y selectivos. Los medios 

diferenciales son los que permiten diferenciar e incluso identificar presuntivamente a los 

microorganismos, basándose en sus características biológicas. Los medios enriquecidos son aquellos 

que han sido fortificados con componentes que favorecen el crecimiento de microorganismos con 

requerimientos nutricionales complejos. Los medios selectivos son los que cuentan con componentes 

que favorecen el crecimiento de algunos microorganismos, inhibiendo el crecimiento de otros. Se 

conoce como medio no selectivo a los que promueven el crecimiento de varios microorganismos sin 

inhibir el de otros (30). 

 

Los medios de cultivo pueden pertenecer a más de una clasificación a la vez, por ejemplo el medio 

MacConkey, es selectivo y diferencial. Este medio se utiliza para el crecimiento y selección de 

enterobacterias, a la vez que cuenta con componentes que inhiben el crecimiento de bacterias gram 

positivas. El medio Agar Triptona de Soja (TSA), es un medio sólido y no selectivo. Favorece el 

crecimiento de microorganismos no exigentes y moderadamente exigentes, por lo cual se utiliza para 

recuento en placa y mantenimiento de cultivos de referencia (30, 34, 35). 

 

Además, según el método de preparación se pueden encontrar los medios listos para usar y los medios 

preparados a partir de formulaciones comerciales deshidratadas. Los medios listos para usar son 

sólidos o líquidos y se suministran en placas o tubos, listos para ser utilizados o para utilizarse luego 

de ser fundidos y enriquecidos. Mientras que, los medios de cultivo preparados a partir de 

formulaciones deshidratadas requieren ser rehidratados y procesados previos a su utilización. Además, 

pueden requerir ser suplementados. Es importante destacar que los medios de cultivo también pueden 

ser preparados en el laboratorio a partir de cada uno de sus componentes (32). 
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1.6.2. MÉTODOS DE DETECCIÓN DE L. monocytogenes 

 

Actualmente, L. monocytogenes puede ser detectada mediante técnicas de microbiología clásica, 

como la utilización de caldos de cultivo, o mediante técnicas moleculares. Ambas técnicas presentan 

ventajas y desventajas, por lo cual la elección entre ellas depende de varios factores (36). 

 

Dentro de las técnicas microbiológicas, la utilización de medios de cultivo selectivos y diferenciales, se 

acompaña con ensayos bioquímicos, donde se busca ver la presencia de un conjunto de características 

fenotípicas que sean exclusivas de L. monocytogenes llegando así a su identificación (3, 4, 36). 

 

En cuanto a los medios utilizados para el crecimiento y detección de L. monocytogenes, se pueden 

encontrar el agar PALCAM (Anexo 1), un medio selectivo y diferencial, que permite su diferenciación y 

aislamiento.  Otro ejemplo es el medio Agar Cromogénico (Anexo 1), el cual es selectivo y diferencial 

para su detección y cuantificación. Dentro de los caldos, uno de los más utilizados es el caldo Fraser, 

un medio enriquecido, selectivo y diferencial que permite el enriquecimiento selectivo de especies de 

Listeria, utilizándose para su rápida detección en muestras ambientales y de alimentos. En cambio, el 

caldo BLEB (caldo de enriquecimiento para Listeria tamponado) (Anexo 1) es enriquecido y selectivo 

pero no diferencial para L. monocytogenes (37, 38, 39, 40). 

 

La técnica molecular más utilizada para la detección de L. monocytogenes es la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). La cual a pesar de tener un tiempo de procesamiento corto en comparación 

con las técnicas microbiológicas, cuenta con un precio elevado haciendo que no sea accesible para 

todos los laboratorios. Además, se requiere de equipamiento y materiales especiales que no suelen 

encontrarse en los laboratorios de microbiología. Se pueden encontrar varios kits de detección de L. 

monocytogenes que facilitan aún más su detección (40). 

 

Otra manera de detectar L. monocytogenes es mediante técnicas que combinan la inmunología con la 

química, donde se utilizan productos de fácil y rápida manipulación como son las tiras reactivas, las 

cuales se pueden utilizar para la detección de L. monocytogenes tanto de superficies como de 

alimentos. A pesar de su fácil manipulación pueden presentar falsos negativos ya que, el límite de 

detección de estos no es alto (41,42). 

 

Es en este contexto, que aparece la necesidad de un producto que permita la detección de L. 

monocytogenes de manera rápida y confiable con un bajo límite de detección. Es por esto, que el 

objetivo de este trabajo es lograr el desarrollo de un producto capaz de detectar de manera presuntiva 

L. monocytogenes mediante técnicas de microbiología clásica en superficies de la industria alimentaria.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

 

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un nuevo producto para la detección presuntiva de Listeria 

monocytogenes en un solo paso mediante microbiología clásica en las distintas superficies de la 

industria alimentaria.   

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

Para lograr el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos específicos:  

 

1) Diseñar y validar una fórmula que permita detectar L. monocytogenes en un solo paso en 

superficies. 

 

2) Evaluar la viabilidad económico-financiera del nuevo producto. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se diseñaron formulaciones de caldos de cultivo para la detección presuntiva de L. monocytogenes, 

las cuales se basaron en los componentes de los caldos selectivos y diferenciales para L. 

monocytogenes ya existentes y en datos bibliográficos sobre componentes con potencial para ser 

utilizados en la detección de L. monocytogenes. Los caldos diseñados en este proyecto fueron 

evaluados para ver su eficacia al lograr la detección presuntiva en superficies de la bacteria mediante 

diferentes parámetros, como los límites de detección, la optimización de la concentración del 

componente F y la selección frente a otros patógenos. De manera que se fue cambiando la formulación 

de los caldos a medida que se obtenían los resultados y así logrando la formulación que mejor 

cumpliera con los objetivos planteados. Todos los ensayos fueron llevados a cabo en las instalaciones 

de ARAVANLABS (35, 36, 37, 38, 39, 43). 

 

3.1. CEPAS BACTERIANAS 

 

Listeria monocytogenes ATCC 7644, Lote 398-67-1, Microbiologics.  

 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Lote 485-1092-1, Microbiologics. 

 

Escherichia coli ATCC 25922, Lote 335-505-2, Microbiologics.  

 

Listeria spp. aislada por personal del laboratorio de una muestra positiva de alimento.  

 

3.2. GENERACIÓN DE LOS INÓCULOS BACTERIANOS 

 

La obtención de los inóculos de L. monocytogenes se realizó siguiendo el protocolo de Test de 

promoción de crecimiento establecido por el laboratorio. El test de promoción de crecimiento se 

compone de varias etapas y tiene una duración de cuatro días. En el primer día se tomó un pellet 

liofilizado de una cepa bacteriana ATCC que se hidrató durante 15 minutos en caldo infusión cerebro 

corazón (BHI). Luego con un hisopo se estrió sobre una placa de medio TSA/YE (Agar Triptona de 

Soja/Extracto de levadura) y se incubó durante 24 horas a 36°C. En el segundo día se tomaron tres 

colonias bacterianas de la placa TSA/YE y se inoculó un tubo con TSB (Caldo Triptona de Soja), que 

se incubó 24 horas en estufa a 36°C. En el tercer día se realizaron diluciones seriadas (1/10) de ese 

tubo, el cual contenía 1x109 UFC/mL (según validación de la metodología empleada en Aravanlabs) 

hasta llegar a la concentración deseada. La concentración deseada varió a lo largo del trabajo, 

utilizandose inóculos de 10 UFC/mL, 1x102 UFC/mL, 1x103 y 1x104 UFC/mL de L. monocytogenes.  

 

Los inóculos de Listeria spp. se obtuvieron mediante comparación con el estándar de MacFarland 

número 1, para realizar la suspensión bacteriana concentrar bacterias hasta conseguir la concentración 

deseada de 1x108 UFC/mL. En este caso se partió de un cultivo fresco de Listeria spp. en una placa 

de TSA (Agar Triptona de Soja). Se tomaron ansadas de ese cultivo y se resuspendieron en un tubo 

con TSB, a medida que se resuspendian las bacterias en el caldo se comparaba la turbidez del mismo 

con un tubo de referencia de MacFarland (correspondiente a la concentración deseada). Una vez 

obtenido el inóculo con 1x108 UFC/mL se realizaron diluciones seriadas hasta llegar a concentraciones 

de 10 UFC/mL, 1x102 UFC/mL, 1x103 UFC/mL y 1x104 UFC/mL. 

 

Los inóculos de E. coli y S. aureus que se utilizaron fueron producidos siguiendo el protocolo de Test 

de promoción de crecimiento, establecido por el laboratorio. Se produjeron inóculos de las 

concentraciones 10 UFC/mL, 1x102 UFC/mL, 1x103 y 1x104 UFC/mL. 

 

En cada caso para verificar si la concentración bacteriana de los inóculos era la deseada, se sembró 

0,1 mL de cada inoculó en placas de TSA y se los incubó a 36°C. Pasadas las 24 horas de incubación 
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se procedió a hacer recuento en placa de cada una. Se tuvo en cuenta que se sembró 0,1 mL en la 

placa y el factor de dilución del inóculo.  

 

3.3. INOCULACIÓN DEL CALDO 

 

Para inocular los caldos producidos en este trabajo, primero se los fraccionó en tubos transparentes y 

se los inoculó de manera de mantener una relación de 1/100 (9,9 mL de caldo y 0,1 mL de inóculo). 

Previo a la inoculación, los inóculos eran vortexeados durante 15 segundos a velocidad media. Una 

vez inoculados se los incubó en estufa a 36°C durante 72 horas, todos los tubos fueron observados 

cada 24 horas en busca de cambios en la turbidez, coloración, aparición de pellet o precipitado.  

 

3.4. CONTROL DE RESULTADOS  

Para evaluar que cada caldo fue correctamente inoculado, luego de 48 horas de la inoculación con 

bacterias, se estrió una ansada de cada tubo en placas de TSA, de manera que creciera todo 

microorganismo presente en el caldo y se observaran posibles contaminaciones (evitando falsos 

positivos). A su vez, se estriaron placas PALCAM para asegurar que efectivamente los tubos fueron 

correctamente inoculados con L. monocytogenes o con Listeria spp. 

3.5. PRODUCCIÓN DE CALDOS DE CULTIVO  

Para la producción de los distintos caldos de cultivo que se desarrollaron y estudiaron en este trabajo, 

se partió de un caldo base cuya formulación se muestra en la Tabla 1 y se denominó CF, de este caldo 

se hicieron cuatro variantes, que se denominaron CDR, CD, CRF y C2F, que se diferenciaban entre sí 

por la presencia de los componentes Z, CT, D y R en su formulación. La formulación de estas se 

muestra en la Tabla 2 y fueron inoculados con 0,1 mL de inóculo conteniendo 1x103 UFC/mL de L. 

monocytogenes. 

Tabla 1. Fórmula “base” de todas las variantes producidas en este proyecto (Caldo CF).  

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Componente A 0,4 

Componente B 0,01 

Componente O 0,01 

Componente P 0,008 

Componente L 3,0 

Componente G 17,0 

Componente H 3,0 

Componente I 6,0 

Componente J 9,6 

Componente K 1,35 

Componente M 5,0 

Componente N 1,5 

Componente T 0,04 
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Componente F 2,0 

Además, estas variantes (CD, CDR, CRF y C2F) incluyendo a CF, se probaron con cuatro 

concentraciones del componente F, 0 g/L, 1 g/L, 2 g/L y 4 g/L, las cuales se seleccionaron teniendo en 

cuenta concentraciones menores y mayores a las reportadas en bibliografía. Teniéndose así CF0 el 

cual contaba con 0 g/L del componente F, CF1 contaba con 1 g/L del componente F, CF2 contaba con 

2 g/L del componente F y CF4 contaba con 4 g/L del componente F. Esta misma numeración se agregó 

a las otras variantes, en la Tabla 16 del Anexo 2 se encuentran todas las variantes de los caldos con 

su concentración correspondiente del componente F.  

Tabla 2. Componentes diferenciales de las variantes CD, CRF, CDR y C2F. 

CD CRF CDR C2F 

D - D - 

- R R - 

- - - Z 

- - - CT 

Z: Componente “Z”; CT: Componente “CT”; D: Componente “D”; R: Componente “R”. 

 

Según los resultados obtenidos luego de la inoculación de los caldos CF, CD, CRF, CDR y C2F con  

L. monocytogenes, se decidió descartar la variante CD y CDR, por lo cual se continuó trabajando con 

CF, CRF y C2F. Posteriormente, se decidió quitar el compuesto L de la formulación, ya que, puede 

tener un efecto inhibidor sobre L. monocytogenes. La decisión se tomó en base a datos bibliográficos 

y a que el medio contaba con otros agentes inhibidores (44). Estas variantes fueron fraccionadas en 

tubos con 9,9 mL de cada una e inoculadas por separado con 0,1 mL de inóculo de las siguientes 

concentraciones bacterianas: inóculos de L. monocytogenes con 10 UFC/mL, 1x102 UFC/mL y 1x103 

UFC/mL, de Listeria. spp. 1x102 UFC/mL y 1x103 UFC/mL o de S. aureus con 1x102 UFC/mL y 1x103 

UFC/mL.  

 

Luego de evaluar estas tres variantes de caldos, se las descartó y se continuó solamente con CF ya 

que el cambio en su coloración fue más visible que en el resto de las formulaciones, del cual se 

produjeron dos nuevas variantes que se denominaron CA y CSA. En la formulación de CA se quitó el 

componente A y en la formulación de CSA se quitaron los componentes A, P, O y B. Ambas variantes 

y CF fueron inoculadas por separado, nuevamente con 0,1 mL de L. monocytogenes (concentración 

de inóculo: 1x102 UFC/mL y 1x103 UFC/mL), Listeria spp. (concentración de inóculo: 1x102 UFC/mL y 

1x103 UFC/mL), S. aureus (concentración de inóculo: 1x102 UFC/mL y 1x103 UFC/mL) y E. coli 

(concentración de inóculo: 1x102 UFC/mL y 1x103 UFC/mL).  

 

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos se optó por continuar trabajando con CF sin 

modificar su formulación. Por un lado, se volvió a inocular CF con 1 UFC/mL, 10 UFC/mL, 1x102 

UFC/mL y 1x103 UFC/mL de L. monocytogenes en tubos independientes (concentración final en el 

tubo). Además, se inoculó caldo de manera de tener una concentración bacteriana final de 10 UFC/mL 

de L. monocytogenes y 10 UFC/mL de S. aureus en el mismo tubo y de 1x102 UFC/mL de L. 

monocytogenes y 1x102 UFC/mL de S. aureus en el mismo tubo. 

La producción de cada una de las variantes de los caldos de cultivo estudiadas en este proyecto se 

realizó en dos etapas. En una primera instancia se pesaron los componentes autoclavables en balanza 

analítica, se midió el volumen de agua destilada con una probeta y luego de disolver los componentes 

en el agua en frascos de vidrio se midió el pH. Teniendo en cuenta el pH ideal para el crecimiento de 
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L. monocytogenes se fijó que el pH de los caldos debería ser 7,2 ± 2,0 (1). Los frascos de vidrio 

conteniendo el caldo fueron autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Al día siguiente, se pesaron en 

balanza analítica los componentes filtrables, los cuales fueron filtrados con un filtro de jeringa de 0,45 

micras y agregados en los frascos de vidrio conteniendo la preparación previa. Este procedimiento se 

realizó en cabina de flujo laminar. El caldo luego se almacenó en heladera (entre 2 y 14°C) hasta su 

posterior uso.  

3.6. ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD 

De manera de evaluar la selectividad de las variantes de caldos desarrollados en este proyecto (CF, 

C2F y CRF), se inocularon tubos conteniendo estos caldos con diferentes concentraciones de L. 

monocytogenes (10 UFC/mL, 1x102 UFC/mL, 1x103 UFC/mL), Listeria spp. (1x102 UFC/mL, 1x103 

UFC/mL), S. aureus (1x102 UFC/mL, 1x103 UFC/mL) y E. coli (1x102 UFC/mL, 1x103 UFC/mL). Todos 

los tubos se incubaron en estufa a 36ºC y se observaron cada 24 horas durante tres días en busca de 

cambios visibles en la apariencia del caldo.  

3.7. ESTUDIO DE LA MÍNIMA CONCENTRACIÓN DE L. monocytogenes 

DETECTABLE 

Se realizaron diluciones seriadas de los inóculos de L. monocytogenes (punto 3.2.) de manera de llegar 

a una concentración de 10 UFC/mL. Para corroborar la concentración del inóculo se sembró 0,1 mL en 

una placa TSA que se incubó 24 horas en estufa a 36ºC. Luego de ese período de tiempo se procedió 

a realizar el recuento en placa. Una vez verificada la concentración bacteriana deseada se inocularon 

tubos conteniendo 9 mL de CF con 1 mL del inóculo. Estos tubos se incubaron en estufa a 36°C durante 

72 horas, tiempo en el cual cada 24 horas se los observaba en busca de cambios visibles, como el 

cambio en el color del caldo, la turbidez o la aparición de pellet. 

3.8. EVALUACIÓN DEL CALDO EN MUESTREO AMBIENTAL SOBRE SUPERFICIES 

EN UNA AVÍCOLA 

Se tomaron muestras ambientales con hisopos en distintas superficies (manos, piletas, cintas 

transportadoras) en una avícola, cliente de ARAVANLABS, a lo largo de 2 semanas. Los hisopos se 

encontraban humedecidos en 2 mL de CF. A la misma vez se tomaron muestras iguales con hisopos 

humedecidos en BLEB, las cuales se utilizaron como estándar de comparación. Tanto las muestras 

enriquecidas con BLEB como aquellas enriquecidas con CF fueron analizadas mediante estría en 

placas ACL y PALCAM.  

3.9. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD 

Para conocer cuán estable era el caldo CF y cuánto tiempo se lo podría almacenar en heladera (a una 

temperatura de entre 2 y 14°C), se mantuvieron durante dos meses en heladera tubos con 9,9 mL de 

caldo. Posteriormente fueron inoculados con 0,1 mL de L. monocytogenes (1x102 UFC/mL y 1x103 

UFC/mL) e incubados a 36ºC durante 72 horas. Cada 24 horas se los observaba en busca de cambios 

visibles, como cambio en la coloración, la turbidez o la aparición de pellet.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. CONTROL DE INÓCULOS  

 

En todos los casos la morfología de las colonias crecidas en placas inoculadas con L. monocytogenes 

se correspondió con la morfología esperada para estas bacterias. En TSA colonias pequeñas redondas 

y blancas (Figura 1) y en PALCAM colonias redondas, verde oliva y un viraje en la coloración del medio 

de rojo a negro, como se muestra en la Figura 2. No se observó la presencia de ninguna colonia con 

morfología extraña, por lo cual se descartó que hubiera contaminación en los tubos (45).                                         

 

 

                                             
Figura 1. Placa TSA con crecimiento de L. monocytogenes, se ven colonias redondas y blancas. 

 

 

 

                                             
Figura 2. Placa PALCAM con crecimiento de L. monocytogenes. Se pueden ver colonias redondas, 

verde oliva y el medio virado de rojo a negro. 

 

El crecimiento en PALCAM y en TSA de Listeria spp. es igual al de L. monocytogenes. En el caso de 

los tubos inoculados con esta bacteria también presentaban el crecimiento en placa esperado y en 

ningún caso se observó contaminación (45). 

 

En cuanto a los tubos inoculados con E. coli y S. aureus en ningún caso presentaron crecimiento en 

PALCAM como era de esperarse ya que, es un medio selectivo y diferencial para Listeria. En ambas 

bacterias se observó el crecimiento esperado en TSA, colonias redondas y amarillas en el caso de S. 
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aureus, redondas y blancas en el caso de E. coli. En ninguna placa se observó la presencia de 

contaminación (34). 

 

4.2. EVALUACIÓN DE LOS CALDOS DE CULTIVO DESARROLLADOS EN ESTE 

TRABAJO 

 

4.2.1. EVALUACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DEL COMPONENTE F 

Para evaluar el efecto de las distintas concentraciones del componente F, se inocularon con L. 

monocytogenes las variantes CF, CD, CDR, CRF y C2F (Tabla 1 y 2). Luego de inocular el caldo CF 

con L. monocytogenes e incubarlo durante 72 horas se observó que las variantes de CF1, CF2 y CF4 

presentaron una coloración similar (verde oscuro) (Figura 3). La diferencia entre cada una de estas 

tres concentraciones en la intensidad del color era apenas notoria. En la concentración 0 g/L no hubo 

un cambio en la coloración del caldo inoculado con L. monocytogenes, este se veía de color amarillo, 

igual que el blanco. Los cambios en la coloración de CF se apreciaron a las 48 horas de incubación, a 

las 72 horas no aparecieron nuevos cambios visuales en ningún tubo con caldo. También se pudo 

apreciar la aparición de un pellet como se ve en la Figura 4. Los resultados observados luego de la 

inoculación e incubación de estos caldos se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3. Indica los cambios ocurridos en CF0, CF1, CF2 y CF4 luego de ser inoculados e incubados. 

 
+: indica que el resultado fue positivo. Se tomó como positivo el crecimiento en placa de microorganismos, en este caso paro 

los positivos se tuvo crecimiento en placa de la bacteria inoculada en el caldo, L. monocytogenes; -: indica que el resultado fue 

negativo. Se tomó como negativo que no hubiera crecimiento de ningún microorganismo en placa. 

 

                     
Figura 3. Se muestra CF luego de 72 horas de inoculado con 1x102 UFC/mL de L. monocytogenes junto con los 

blancos de CF para cada concentración del componente F.   
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Figura 4. Pellet en el fondo de tubo conteniendo CF0, luego de 72 horas de incubación tras ser inoculado con 

1x102 UFC/mL de L. monocytogenes. 

 

En los tubos conteniendo CRF1, CRF2 y CRF4 inoculados con L. monocytogenes se vió a las 48 horas 

que su coloración había cambiado de rojo a negro, como se puede observar en la Figura 5. En este 

caldo no se apreció una diferencia visual entre las distintas concentraciones del componente F, aunque 

sí se vio que el caldo con 0 g/L del componente F presentaba la misma coloración que el blanco, ambos 

se veían rojos. En CRF a las 72 horas no ocurrieron nuevos cambios visuales. En la Tabla 4 se 

muestran los resultados obtenidos luego de la incubación.  

 

Tabla 4. Indica los cambios ocurridos en CRF0, CRF1, CRF2 y CRF4 luego de ser inoculados e incubados. 

 
+: indica que el resultado fue positivo. Se tomó como positivo el crecimiento en placa de microorganismos, en este caso paro 

los positivos se tuvo crecimiento en placa de la bacteria inoculada en el caldo, L. monocytogenes; -: indica que el resultado fue 

negativo. Se tomó como negativo que no hubiera crecimiento de ningún microorganismo en placa. 
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Figura 5. Se muestra CRF0 luego de 72 horas de inoculado con 1x102 UFC/mL de L. monocytogenes junto a su 

blanco y CRF1 también inoculado con 1x102 UFC/mL de L. monocytogenes junto a su blanco. 

 

C2F también presentó cambios en su coloración a las 48 horas para todas las concentraciones del 

componente F, como se observa en la Figura 6. En este caso se pudo apreciar una leve diferencia 

entre el blanco y el caldo con 0 g/L del componente F inoculado con L. monocytogenes, aunque esta 

diferencia no era muy evidente. Para los caldos con 1 g/L, 2 g/L y 4 g/L del componente F no se notaba 

una diferencia entre ellos, pero a simple vista la diferencia de coloración con el blanco era evidente. El 

blanco presentaba un color anaranjado, CF0 presentaba un tono anaranjado más oscuro y los demás 

caldos con las diferentes concentraciones del componente F eran de un color anaranjado/rojizo. En 

este caso tampoco aparecieron nuevos cambios en la coloración luego de las 48 horas. Los caldos 

inoculados con L. monocytogenes además presentaban un pequeño pellet violeta, como se puede ver 

en la Figura 7. En la tabla 5 se muestran los cambios observados en los caldos luego de 72 horas de 

ser incubados.  

 

Tabla 5. Indica los cambios ocurridos en C2F0, C2F1, C2F2 y C2F4 luego de ser inoculados e incubados. 

 
+: indica que el resultado fue positivo. Se tomó como positivo el crecimiento en placa de microorganismos, en este caso paro 

los positivos se tuvo crecimiento en placa de la bacteria inoculada en el caldo, L. monocytogenes; -: indica que el resultado fue 

negativo. Se tomó como negativo que no hubiera crecimiento de ningún microorganismo en placa. 
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Figura 6. Se muestran todas las variantes de C2F luego de 72 horas de ser inoculado con 1x102 UFC/mL de L. 

monocytogenes junto con los blancos correspondientes para cada caso.   

 

 

                                                    
Figura 7. Pellet violeta en el fondo de tubo conteniendo C2F, luego de 72 horas de incubación tras ser inoculado 

con 1x102 UFC/mL de L. monocytogenes. 

 

En cuanto a CD, en todas las concentraciones del componente F la apariencia del caldo se vio igual, 

incluyendo al blanco. Lo único que diferenciaba a los tubos inoculados con L. monocytogenes del 

blanco era la presencia de pellet en aquellos que habían sido inoculados. Los resultados de CDR 

fueron similares a los de CD. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos se optó por descartar los caldos CD y CDR ya que, en ambos 

la diferenciación entre un caldo positivo para L. monocytogenes y uno negativo (ausencia de la bacteria 

en el mismo) no era evidente a simple vista. A su vez, se optó por utilizar la concentración de 2 g/L del 

componente F, por ser esta la concentración media que se había utilizado hasta el momento.   
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4.2.2. EVALUACIÓN DE QUITAR EL COMPONENTE L 

En esta instancia del trabajo se probó quitar el componente L, un agente inhibidor. Esto se realizó 

solamente para CF y las variantes C2F y CRF.  

CF (sin el componente L) presentó una coloración amarilla al igual que la formulación de CF con el 

componente L. La coloración en este caso luego de 48 horas de haber sido inoculado con L. 

monocytogenes fue la misma que con el componente L (como se muestra en la Figura 3), las tres 

concentraciones de inóculo presentaron el mismo color. En el caso del caldo inoculado con Listeria 

spp, cambió su coloración a verde claro. Solamente en un tubo inoculado con S. aureus hubo cambió 

de color, a verde claro igual a los tubos inoculados con Listeria spp. cómo se puede apreciar en la 

Figura 8. A las 72 horas de incubación no se apreciaron nuevos cambios en la apariencia del caldo.  

 

 

                                                            
Figura 8. Tubos conteniendo el caldo CF sin el componente L en su formulación, inoculados uno de ellos con S. 

aureus y el otro con Listeria spp. luego de las 72 horas de incubación. 

En cuanto a C2F producido sin el componente L, los cambios en la coloración también se presentaron 

a las 48 horas de incubación luego de ser inoculados con  L. monocytogenes. En este caso el caldo se 

veía de color marrón con un pequeño pellet violeta (similar al que se muestra en la Figura 7). Los tubos 

con C2F inoculados con Listeria spp. viraron su color a anaranjado/amarronado. En ambos casos la 

coloración se diferenciaba del blanco, el cual presentaba un color ámbar. En la inoculación con S. 

aureus no se observaron cambios en la coloración del caldo. 

Por otro lado, cuando se evaluó quitar el componente L del caldo CRF, este no presentó cambios en 

su coloración en las 72 horas de incubación para ninguna de las bacterias con las que fue inoculado. 

Los tubos que contenían el caldo CRF habían sido inoculados con L. monocytogenes, Listeria spp y S. 

aureus en distintas concentraciones antes mencionadas.  

A pesar de que los resultados obtenidos luego de inocular el caldo CRF no fueron los esperados, esto 

no significó ningún inconveniente al proyecto ya que, los resultados obtenidos en C2F y CF se 

consideraron buenos (al poder diferenciar entre las bacterias a simple vista). Los cambios en la 

coloración de los caldos inoculados con las distintas bacterias fueron más visibles en CF, por lo cual 

se optó por descartar la variante CRF y C2F, y continuar trabajando con CF. Además, como la aparición 

de una coloración diferente en los caldos inoculados (con L. monocytogenes) no se vio afectada por la 
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ausencia del componente L, se decidió quitarlo de la formulación base de caldo y continuar 

produciendo las variantes sin el mismo. 

 

4.2.3. EVALUACIÓN DE LOS COMPONENTES A, B, O Y P  

 

Posteriormente a la remoción del componente L, se decidió quitar los componentes A, B, O y P. Es en 

este contexto que se crearon las variantes de CF, denominadas CA y CSA, las cuales no contenían el 

componente A, en el caso de CA y en el caso de CSA no contaba con ninguno de los componentes 

mencionados (A, B, O y P).  

 

El caldo CSA, presentaba un color rosado claro. Luego de ser inoculado con L. monocytogenes y S. 

aureus de manera independiente, en todas sus concentraciones, su coloración cambió a gris oscuro. 

Cuando fue inoculado con Listeria spp. la coloración cambió a gris claro. En el caso de la inoculación 

con E. coli no hubo ningún cambio en la coloración del caldo, se mantuvo (igual al blanco) rosado claro. 

En la Figura 9 se pueden observar los cambios en la coloración de los caldos inoculados con L. 

monocytogenes, S. aureus y Listeria spp. luego de las 72 horas de incubación.  

 
Figura 9. CSA luego de ser inoculado e incubado durante 72 horas. A) CSA inoculado con 1x102 y 1x103 UFC/mL 

de S. aureus, junto a los blancos; B) CSA inoculado con 1x102 y 1x103 UFC/mL de Listeria spp., junto a los blancos; 

C) CSA inoculado con 1x102 y 1x103 UFC/mL de S. aureus, junto a los blancos. 

En cuanto a CA presentó una coloración amarilla luego de su producción. Los tubos conteniendo este 

caldo inoculados con S. aureus cambiaron su coloración a verde claro, lo mismo ocurrió con este caldo 

cuando fue inoculado con Listeria spp y L. monocytogenes. El cambio en la coloración del caldo 

inoculado con L. monocytogenes se puede observar en la Figura 10. En ningún caso hubo cambio en 

la coloración del caldo inoculado con E. coli.  
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Figura 10. CA inoculado con L. monocytogenes luego de 72 horas de incubación junto al blanco.  

 

Según los resultados obtenidos en las variantes CA, que tenía una formulación similar a la de CF pero 

sin el componente A y CSA, que también presentaba una formulación similar a la de CF pero sin los 

componentes A, B, O y P, se vió que la presencia de estos era importante. Lo cual quedó demostrado 

ya que en CSA luego de la inoculación con L. monocytogenes, Listeria spp. y S.aureus el caldo 

presentó un color gris para todas las bacterias, sin poder diferenciarse entre ellas. En el caso de CA, 

ocurrió algo similar donde todos los tubos inoculados con las tres bacterias cambiaron su coloración a 

verde, sin poderse diferenciar entre ellas.  

 

4.3. ESTUDIO DE LA SELECTIVIDAD 

 

La selectividad se estudió en CF y en la variante C2F. En cuanto a la selectividad de C2F (sin el 

componente L), solamente hubo cambios en la coloración del caldo cuando este fue inoculado con 

Listeria spp. o L. monocytogenes. A su vez, se pudo diferenciar entre ambas inoculaciones ya que el 

color del caldo era distinto para cada una de ellas, siendo marrón en el caso de L. monocytogenes y 

anaranjado/amarronado para Listeria spp. En los casos en los que fue inoculado con S. aureus o E. 

coli no hubo cambios en la coloración del caldo. En la Figura 11 se muestra la coloración de C2F 

inoculado con todas las concentraciones estudiadas en este trabajo de  L. monocytogenes y de Listeria 

spp, además de los blancos. La diferencia entre ambas bacterias es apreciable a simple vista aunque, 

todos los colores están en la misma gama.  

          
Figura 11. C2F (sin el componente L) inoculado con distintas concentraciones de L. monocytogenes (tubos 

marrones) y Listeria spp. (tubos anaranjados/amarronados) y los blancos (color ámbar) en los extremos. 
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Para el caso de CF también sin el componente L, cuando fue inoculado con Listeria spp. y con L. 

monocytogenes presentó cambios en su coloración, que además, al ser diferente el color para cada 

bacteria se pudo diferenciar cuando se había inoculado con una o la otra. El color del caldo se veía 

verde oscuro cuando era inoculado con L. monocytogenes y verde claro cuando era inoculado con 

Listeria spp. como se muestra en la Figura 12. En cuanto a la inoculación con E. coli en ningún 

momento los caldos presentaron cambios en su coloración, permaneciendo igual al blanco. En todos 

los casos en los que se inoculó con S. aureus no se observaron cambios en la coloración del medio, 

salvo una vez que se pudo observar que el caldo viró su color a verde claro, del mismo modo que en 

las inoculaciones con Listeria spp. 

 

 
Figura 12. CF (sin el componente L) inoculado con distintas concentraciones de L. monocytogenes (tubos verdes 

oscuros) y Listeria spp. (tubos verdes claros) y los blancos (amarillos) en los extremos. 
 

De acuerdo a los resultados obtenidos, C2F demostró ser selectivo para Listeria ya que, en todas las 

inoculaciones con diferentes bacterias (L. monocytogenes, Listeria spp., S.aureus y E.coli) solamente 

se observó cambió en la coloración y crecimiento en placa para L. monocytogenes y Listeria spp. En 

el caso de CF, solamente en un caso hubo cambio en la coloración del caldo inoculado con S.aureus, 

el cual se pudo diferenciar fácilmente de L. monocytogenes (presentaba otra coloración). Es importante 

destacar que ambos caldos son capaces de diferenciar L. monocytogenes de Listeria spp. siendo más 

evidente esa diferenciación en CF, es por este motivo que se decidió seguir trabajando sobre el caldo 

CF. 

  

4.4. MÍNIMA CONCENTRACIÓN DE L. monocytogenes DETECTADA POR CF 

La menor concentración de L. monocytogenes con la cual CF fue inoculado fue de 1 UFC/mL de L. 

monocytogenes. El caldo fue capaz de detectar esta concentración ya que, se tornó verde oscuro 

diferenciandose del blanco que era amarillo, de la misma manera que ocurrió cuando fue inoculado 

con concentraciones mayores de L. monocytogenes. Este cambio en el color de CF se notó a las 46 

horas de ser inoculado. No hubo nuevos cambios en la apariencia del caldo pasadas las 46 horas de 

incubación. 
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4.5. EVALUACIÓN DEL CALDO EN MUESTREO AMBIENTAL SOBRE SUPERFICIES 

EN UNA AVÍCOLA 

 

Las muestras tomadas con hisopos humedecidos en BLEB para el muestreo ambiental de superficies 

en una avícola tuvieron resultados negativos para la presencia de L. monocytogenes, como se indica 

en la Tabla 6. Se obtuvo el mismo resultado para todas aquellas muestras tomadas con hisopos 

embebidos en CF que presentaban una coloración amarilla como se puede observar en la Figura 13.  

 

Tabla 6. Resultado del muestreo ambiental en superficies de en una avícola con CF y BLEB. 

MUESTRA BLEB CF COLOR CF 

1 - - amarillo 

2 - - amarillo 

3 - - amarillo 

4 - - amarillo 

5 - - amarillo 

6 - - amarillo 

7 - - amarillo 

8 - - amarillo 

9 - +/- verde oscuro 

10 - +/- verde oscuro 

11 - - amarillo 

12 - - amarillo 

-: indica que el resultado de analizar el hisopo fue negativo; +/-: indica que el resultado luego de analizado el hisopo fue 

indeterminado. 
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Figura 13. Hisopos conteniendo 2 mL de CF utilizados para muestreo ambiental de superficies en avícola. 

Aquellos hisopos que presentan un color amarillo tuvieron un resultado negativo para la presencia de L. 

monocytogenes, en cuanto los que presentan una coloración verde oscura tuvieron un resultado indeterminado.  

 

En cuanto a los hisopos que presentan una coloración verde oscura (9 y 10), el resultado de buscar la 

presencia de L. monocytogenes en ellos fue indeterminado. Esto ocurrió porque las placas ACL en las 

cuales fueron estriados presentaron un crecimiento excesivo y no se pudo observar con claridad la 

presencia de colonias que presentaran la morfología esperada para L. monocytogenes. En estas 

placas L. monocytogenes crece en colonias verde azulado con un halo blanco opaco (38), aunque se 

observó la presencia de colonias de color verde azulado, no se logró ver el halo, ya que la placa se 

encontraba casi en su totalidad ocupada por colonias blancas. Además, estos dos hisopos se estriaron 

en placas PALCAM, pero no se obtuvo el crecimiento esperado. En la Figura 14 se muestran las placas 

utilizadas. No fue posible continuar analizando las muestras 9 y 10, pero en casos así se debe aislar 

aquellas colonias presuntivas para L. monocytogenes y de esta manera evaluar si presentan las 

características específicas de la bacteria. Otra opción para verificar si se trata de L. monocytogenes es 

realizar una PCR.  
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Figura 14. Placas utilizadas para la búsqueda de L. monocytogenes en los hisopos CF de color verde oscuro (9 

y 10). A) Placa ACL donde se estrió el hisopo 9; B) Placa PALCAM en la cual se estrió el hisopo 9; C) Placa ACL 

en la cual se estrió el hisopo 10; D)  Placa ACL donde se estrió el hisopo 10. 

4.6. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD 

El caldo CF luego de dos meses de almacenamiento en heladera presentaba una coloración levemente 

más oscura que el caldo CF con 10 días de producido, como se puede ver en la Figura 15. Además, 

se podia observar un pequeño precipitado en el fondo del tubo de color gris que se muestra en la Figura 

16.  

                                                              
Figura 15. Se muestra un tubo con CF con 10 días de producido y un tubo con CF que se mantuvo almacenado 

durante 2 meses en heladera, a una temperatura de entre 2 y 14°C. El caldo CF con 10 días de producido también 

fue mantenido en heladera a la misma temperatura.  
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Figura 16. Precipitado gris en el fondo de un tubo conteniendo CF, el cual fue almacenado durante 2 meses en 

heladera a una temperatura de entre 2°C y 14°C. 

 

El caldo fue inoculado con 0,1 mL de los inóculos de concentración 1x102 UFC/mL y con 1x103 UFC/mL 

de L. monocytogenes (teniendose una concentración final en el caldo de 1x101 UFC/mL y 1x102 

UFC/mL). A las 48 horas se pudieron ver cambios en su coloración, presentando una apariencia verde 

oscura en aquellos tubos inoculados. La coloración de los tubos positivos para L. monocytogenes fue 

igual que en los ensayos anteriores, donde se utilizaba caldo producido en el mismo día.  En la Figura 

17 se puede observar el cambio en la coloración del caldo inoculado con L. monocytogenes. 

 

                                                         

                                                            
Figura 17. Caldo CF inoculado con 0,1 mL del inóculo que presentaba una concentración de 1x102 UFC/mL de 

L. monocytogenes y caldo CF sin inocular (blanco).
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5.  ANÁLISIS ECONÓMICO 

 

5.1. ANÁLISIS ECONÓMICO Y SITUACIÓN DEL MERCADO URUGUAYO 

 

Se realizó un análisis para evaluar la viabilidad económico financiera del producto desarrollado. Para 

esto, se estimaron los costos de inversión que se tuvieron al desarrollar el producto, el costo que tendría 

producirlo en las instalaciones de ARAVANLABS y el precio de detectar L. monocytogenes en otros 

laboratorios uruguayos de manera de fijar un precio apropiado en función de la competencia. 

Además, se realizó un estudio de mercado en Uruguay para segmentar el mercado, viendo la 

oportunidad de negocio y evaluar las posibilidades de venta del producto. Como se mencionó 

previamente, en los últimos años los brotes de L. monocytogenes han ido en aumento, por lo cual la 

legislación en cuanto a este patógeno es cada vez más estricta. Lo que obliga a los exportadores a 

estar a la altura de estas exigencias impuestas por los países compradores, generando en ellos la 

necesidad de tener que realizar mayores controles. En este sentido Uruguay tiene una producción 

anual de alimentos suficiente para abastecer 28 millones de personas. Solamente en exportaciones 

cárnicas se rondan los USD 2000 millones anuales. Demostrando que en Uruguay hay un nicho para 

la aplicación de los análisis de L. monocytogenes. (46)(47)  

En Uruguay hay 14 laboratorios privados registrados en el registro nacional de laboratorios que se 

encuentran habilitados para detectar L. monocytogenes, cuyos resultados tienen validez oficial. El 

costo de los análisis para detectar L. monocytogenes mediante PCR en estos laboratorios es de 

aproximadamente USD 90 + IVA por muestra, el precio de un kit de PCR para detectar L. 

monocytogenes es de USD 18,6 + IVA (por muestra). Además, el precio en el mercado local del 

PetrifilmTM para detectar presuntivamente Listeria en ambientes es de aproximadamente USD 13 + IVA 

(la unidad de PetrifilmTM). Estos datos se obtuvieron mediante llamada telefónica a laboratorios y 

proveedores.   

5.2. INVERSIÓN 

 

Para calcular la inversión realizada se tuvo en cuenta todos los materiales desechables utilizados, los 

componentes y las horas de personal. En este caso no se tuvo en cuenta el costo de utilizar equipos 

como el autoclave, ya que se utilizó en simultáneo con productos del laboratorio en momentos donde 

no significó un gasto extra. Tampoco se tuvo en cuenta el gasto energético del establecimiento, ni el 

mantenimiento de los equipos. En la Tabla 7 se muestran los gastos relacionados a los materiales de 

un solo uso. 
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Tabla 7. Costo total de los materiales utilizados durante todo el proyecto para la producción de los caldos.  

MATERIAL CANTIDAD COSTO/UNIDAD 
(USD) 

COSTO TOTAL 
(USD) 

FILTROS 20 3 60 

JERINGAS (10 mL) 20 0,20 4 

TUBOS 253 0,44 111,3 

PLACAS TSA 125 2,09 261,3 

PLACAS PALCAM 85 13,71 1.165,4 

PLACAS ACL 2 24,91 49,8 

BHI 4 1,8 7,2 

BUFFER TPC 54 0,15 8,1 

HISOPOS 16 0,27 4,32 

  COSTO TOTAL: 1.671,4 

 

En cuanto a los componentes utilizados, el costo de inversión de los mismos se muestra detallado en 

la Tabla 8 y corresponde a todos los componentes utilizados a lo largo del proceso hasta llegar a la 

formulación con mejores resultados.  

 

Las horas de personal se calcularon en base al tiempo que el personal del laboratorio debió realizar 

tareas que complementaron al proyecto, como ya sea la generación de placas con medio de cultivo, la 

capacitación previa a la manipulación en el laboratorio o la supervisión de que las tareas fueran 

llevadas a cabo correctamente. Por lo cual se estimó en 15 horas, teniendo un costo de USD 86,7.  

 

Tabla 8. Costos de los componentes utilizados para la producción de todos los caldos durante el proyecto.  

COMPONENTE CANTIDAD (g, mL) COSTO (USD)  

Componente L 3,3 10 

Componente D 51 216 

Componente G 9,2 2,1 

Componente H 18 4 

Componente I 28,3 8,4 

Componente J 4.2 0,9 

Componente K 15.4 1,5 

Componente M 4.6 0,6 

Componente N 3 0,08 

Componente R 0.05 8,6 
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Componente A 0.10 8,5 

Componente B 0.03 0,3 

Componente O 0.0342 9,9 

Componente P 0.02 1,03 

Componente Z 0.2 1,8 

Componente CT 2.6 29 

Componente T 50 177 

Componente F  101 169 

 COSTO TOTAL: 473,5 

 

Teniendo en cuenta los gastos mencionados y analizados la inversión total que se realizó para 

desarrollar este producto fue de USD 2.231,6. 

 

5.3. VALIDACION ECONÓMICO FINANCIERA  

El costo de producir un hisopo con 2 mL del caldo CF, se calculó en función de los componentes, y los 

costos asociados que tiene la producción de un caldo similar en ARAVANLABS. En los costos 

asociados se incluye el costo de las horas del personal, como el fraccionado en sala blanca o el 

personal de pesado de componentes y el costo del autoclave. Estos datos fueron proporcionados por 

el personal del laboratorio. Es importante mencionar, que para 100 mL de caldo se estima un 

rendimiento de 42 hisopos con 2 mL de caldo cada uno, teniendo en cuenta merma y controles de 

calidad.   

5.3.1. MANO DE OBRA 

 

Se calculó el costo estimado de mano de obra necesaria para producir 100 mL de caldo. En este se 

incluyeron la mano de obra de preparación, que se estimó en dos horas, y la mano de obra de 

fraccionado en sala blanca, que se estimó en 0,75 horas. El resumen de los costos de mano de obra 

se presenta en la Tabla 9.  

 

Tabla 9. Resumen de los costos de mano de obra. 

 TIEMPO (h) COSTO/h (USD) COSTO (USD) 

Mano de obra 
preparación 

2 6,5 13 

Mano de obra 
fraccionado 

0,75 11,6 8,7 

  COSTO TOTAL 
(100 
mL)                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

21,7 
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El costo total de mano de obra para producir 100 mL de CF, se estimó en USD 21.7. Obteniendose un 

costo de USD 0.217/mL. Por consiguiente, el costo de producir 2 mL es de USD 0.22. 

 

5.3.2. MATERIALES 

 

En cuanto al costo de los componentes, se calculó en base a la cantidad necesaria de cada 

componente para producir 1 mL. Los datos también fueron proporcionados por personal del laboratorio. 

Para conocer el costo por mililitro, primero se calculó el costo de producir 1 L, luego se lo dividió entre 

1000 y se multiplicó por 2. Obteniendose, que el costo de los componentes para producir 2 mL de CF 

es de USD 0,12. En la Tabla 10 se muestra el resumen del costo total de los componentes. 

 

Tabla 10. Componentes necesarios para producir CF. 

COMPONENTE PRECIO (USD)/L de CF 

Componente F 3,34 

Componente T 40,47 

Componente A 0,32 

Componente B 0,09 

Componente O 2,9 

Componente P 2,47 

Componente G 3,89 

Componente H 0,68 

Componente I 1,29 

Componente J 0,91 

Componente K 0,17 

Componente M 0,14 

Componente N 1,89 

COSTO TOTAL (1 L): 58,6 

COSTO TOTAL (1 mL): 0.06 

COSTO TOTAL (2 mL): 0,12 

 

Para la producción es además necesario contar con una jeringa y un filtro de jeringa, cuyos costos son 

USD 0,2 y USD 3 respectivamente. Por lo cual el costo de utilizar estos materiales para producir 2 mL 

es de USD 0,06. 
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Además, se tuvieron en cuenta otros costos fijos asociados a la producción, de USD 0,5/unidad. 

Entendiéndose como unidad un hisopo de CF. Sumando el costo de los materiales más los costos de 

mano de obra y los costos fijos asociados se llega a que el costo total de producir un hisopo con 2 mL 

de CF es de USD 0,9. 

 

5.4. FIJACIÓN DEL PRECIO DE CF 

 

Se sugiere un precio inicial para entrar al mercado, que se encuentre por debajo del precio de la 

competencia, al menos los primeros dos años mientras el producto es conocido y validado por los 

clientes, de USD 12/unidad. Transcurrido ese tiempo, como este producto es capaz de diferenciar entre 

L. monocytogenes y Listeria spp., distinguiéndose de productos sustitutos, se podría aumentar el precio 

un 10%. Teniéndose un precio de USD 15/unidad, el cual se encuentra por encima de PetrifilmTM pero 

por debajo del precio de realizar una PCR.  
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6.  CONCLUSIÓN Y PERSPECTIVAS A FUTURO 

 

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un producto capaz de detectar de manera presuntiva L. 

monocytogenes en un solo paso mediante microbiología clásica. Para el cual se diseñaron, realizaron 

y testearon varias tandas de caldos hasta lograr obtener una formulación que cumpliera con el objetivo. 

En este sentido el objetivo general pautado fue logrado.  

En cuanto al producto desarrollado demuestra ser prometedor y de fácil manipulación en la industria 

alimentaria. Como se demostró pudo ser utilizado para tomar muestras ambientales de superficies en 

un establecimiento avícola.  

 

A pesar de ser un producto prometedor, aún debe pasar por un mayor número de instancias 

evaluatorias antes de ser comercializado. Proceso que podría llevar un tiempo medianamente largo y 

un mayor número de personal, donde se evaluaría con mayor profundidad parámetros como la 

estabilidad en el tiempo (superior a 2 meses), selectividad con un mayor número de microorganismos, 

e incluso se podrían utilizar técnicas moleculares para validar los resultados. 

 

Previo a  la comercialización se debe realizar un estudio de la inversión necesaria para la promoción 

de producto. La cual requiere que el cliente entre en contacto con él, pudiendo repartirse muestras 

gratis como una manera de hacerlo conocer.  

 

A su vez, en caso de que exista interés en exportar el producto, se deberán tener en cuenta las 

regulaciones y los requerimientos del mercado destino.  
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Tabla 11. Formulación ACL (38). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Digerido enzimático de caseína 6 

Agar bacteriológico 13,5 

Cloruro sódico 5 

Piruvato sódico 2 

Digerido enzimático de tejido animal 18 

Glicerofosfato magnésico 1 

Glucosa 2 

Sulfato magnésico 0,5 

Hidrogenofosfato de sodio 2,5 

Extracto de levadura 10 

Cloruro de litio 10 

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopiranosido 0,05 

 

 

Tabla 12. Formulación BHI (48). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Infusión de cerebro y corazón de (sólidos)  8 

Digerido péptico animal 5 

Cloruro sódico 5 

Digerido pancreático de caseína 16 

Glucosa 2 

Extracto de levadura 10 

Fosfato disódico de hidrógeno 2,5 
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Tabla 12. Formulación PALCAM (36). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Peptona vegetal 23,0 

Almidón 1,0 

Cloruro sódico 5,0 

Manitol 10,0 

Citrato férrico amónico 0,5 

Esculina 0,8 

Dextrosa 0,5 

Cloruro de litio 15,0 

Rojo fenol 0,08 

Agar 13,0 

 

 

 

 

Tabla 13. Formulación TSA (34). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Triptona 15,0 

Digerido papainico de soja 5,0 

Cloruro sódico 5,0 

Agar 15,0 

 

 

 

Tabla 14. Formulación TSA/YE (49). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Hidrolizado enzimático de caseína 17,0 

Dextrosa 2,5 

Digerido papainico de soja 3,0 

Cloruro de sodio 5,0 

Extracto de levadura 6,0 

Fosfato de hidrógeno dipotasio 2,5 

Agar 15,0 
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Tabla 15. Formulación TSB (50). 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

Glucosa 2,5 

Digerido péptico de harina de soja 3,0 

Digerido pancreático de caseína 17,0 

Cloruro de sodio 5,0 

Fosfato potásico de hidrógeno 2,5 
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ANEXO 2 

 

Tabla 16. Diferencia en las concentraciones del componente “F” de los caldos CF, CD, CRF, CDR y C2F. 

CALDO COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

CF0 F 0 

CF1 F 1 

CF2 F 2 

CF4 F 4 

CD0 F 0 

CD1 F 1 

CD2 F 2 

CD4 F 4 

CRF0 F 0 

CRF1 F 1 

CRF2 F 2 

CRF4 F 4 

CDR0 F 0 

CDR1 F 1 

CDR2 F 2 

CDR4 F 4 

C2F0 F 0 

C2F1 F 1 

C2F2 F 2 

C2F4 F 4 

F: componente “F” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




