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1. RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos, son un importante problema de salud
mundial, las cuales son producidas por el consumo de alimentos contaminados con bacterias
o toxinas del microorganismo preformadas en el alimento, en donde millones de personas
sufren en todo el mundo cada afio. Dentro de los patdgenos transmitidos por alimentos,
encontramos diferentes bacterias como Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Escherichia
coli, Bacillus cereus, Listeria spp, Shigella spp, entre otras, Ademas de diferentes parasitos,
hongos y virus. La contaminacién del alimento puede producirse en cualquier etapa de
procesamiento del alimento, por lo que la industria alimentaria utiliza diferentes técnicas de
descontaminacidn, una nueva tecnologia en el proceso de descontaminacion es la aplicacion
del plasma frio atmosférico (PFA), el cual usa un gas como el aire, nitrégeno o mezclas de
gases nobles, en donde al aplicarle una fuente de energia como la electricidad va a ionizar el
gas por lo que pasara al estado de plasma, en donde tendra un efecto antimicrobiano debido

a la luz ultravioleta, presencia de especies reactivas, 0zono entre otros elementos.

En este estudio se evalud in vitro el efecto antimicrobiano del plasma frio atmosférico
sobre diversas especies patogénicas de interés alimentario y a diferentes alturas de aplicacion.
Para ello se cuantifico el efecto antimicrobiano del Plasma frio atmosférico sobre inoculos
incubados por 12 horas de cada microorganismo, con un tiempo de exposicion al plasma frio
atmosférico de 30 segundos, a una distancia de 5, 7 y 9 centimetros, en donde se obtuvo
inhibicion de los microorganismos independiente de la distancia de aplicacion, pero
existiendo un mayor porcentaje de inhibicion a la distancia de 5 cm comparada con la
distancia de 7 cm. Se necesitan mas estudios en donde se determinen las diferentes

condiciones de aplicacién del PFA para obtener el maximo efecto de este tratamiento.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos o denominadas como ETA por su
abreviacion, corresponden a un grupo importante en los problemas de salud tanto a nivel
nacional como internacional, ya que pueden afectar a un solo individuo o a un grupo de
personas al consumir agua o alimentos contaminados por bacterias, virus, hongos, paréasitos

0 por sustancias toxicas que estos microorganismos puedan producir.

Las ETA pueden ocurrir debido a que en el alimento se encontraran dosis infectantes de
microorganismos perjudiciales para la salud o también puede suceder como una intoxicacion
alimentaria cuando en el alimento ingerido no se encuentra propiamente el microorganismo,

sino mas bien toxinas o0 venenos que han sido producidas por éste.

La sintomatologia presentada por los afectados de ETA son de duracion e intensidad
variable, presentando desde cuadros gastrointestinales hasta problemas neurol6gicos, pero
esto dependera de variados factores, en los que encontramos el tipo y concentracion del
microorganismo, la cantidad de toxina presente en el alimento, el estado de salud de la

persona, la porcién de alimento consumida, la edad, entre otros factores.

A lo largo de la cadena productiva los alimentos pueden contaminarse con los diferentes
microorganismos, ya sea en el proceso de produccion, cosecha, faenamiento, post-cosecha,

envasado, transporte y almacenamiento, en los cuales se involucran diversos factores tales



como trabajadores, manipuladores de alimentos, entre otros. Ademas del lugar fisico en
donde se disponen los alimentos en los diferentes establecimientos son una posible fuente de

elementos contaminantes para estos.

Sin embargo, la industria alimentaria ha afiadido procesos de deteccion, descontaminacion
del alimento y de los espacios fisicos, ademéas de normas de calidad nacional e internacional
para intentar garantizar que el producto final sea completamente seguro, lo que permite una

mayor exportacion de las materias primas nacionales favoreciendo el comercio internacional.

En la industria alimentaria, las técnicas de descontaminacion y limpieza de alimentos
frescos se basan en la aplicacion de calor, pasteurizacion, refrigeracion, congelacion,
enjuague con agua, uso de pH &cidos y lavados con hipoclorito de sodio, pero actualmente
han surgido nuevas técnicas de descontaminacién, en donde se busca que el alimento tenga
el menor riesgo bioldgico y seguro para cada consumidor, pero sin afectar las propiedades
organolépticas de los productos tratados y con una utilizacion eficiente de los recursos, en

donde encontramos el plasma frio atmosférico (PFA).

El plasma frio atmosférico es una tecnologia que no requiere agentes quimicos
antimicrobianos, en cambio utiliza electricidad y un gas portador como el aire, oxigeno,
nitrégeno o helio, en donde la produccion de radicales libres y la exposicion a rayos UV,
actan para romper las membranas celulares de las bacterias, desnaturalizar las proteinas y

causar dafio al ADN bacteriano.



2.1 Hipotesis

El tratamiento con plasma frio atmosférico, reduce la concentracion in vitro de unidades

formadoras de colonias de diversos patogenos, independiente de la distancia de aplicacion.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Inocuidad alimentaria

La inocuidad alimentaria hace referencia a la garantia de que los alimentos no causaran
un dafio al consumidor cuando se preparen y/o consuman de acuerdo con el uso a que se
destinen(1), considerandose de esta forma un alimento seguro, pero para poder cumplir con
tal caracteristica, ya sea el alimento y/o el agua que se ingieren diariamente no deben tener
microorganismos peligrosos como lo serian las bacterias, virus, parasitos y hongos, ademas
de no contener quimicos como alérgenos, residuos de medicamentos veterinarios,
agroquimicos y toxinas o simplemente contener agentes fisicos externos como tierra, pelo,

insectos, entre otros, los cuales se consideran como un riesgo para la salud(2).

La péerdida de la inocuidad afectara la salud de quienes consuman los alimentos, siendo
los grupos mas vulnerables los menores de 5 afios, embarazadas, inmunocomprometidos y
adultos mayores, siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial(3).
En la actualidad se esta convirtiendo en un tema prioritario de la salud publica en donde la
normativa sobre la calidad alimentaria nacional se ha ido perfeccionando hasta armonizarse

con los estandares internacionales, manteniendo una vigilancia sanitaria y epidemiologica(4).

Chile es un gran exportador de alimentos por lo que es necesario que la politica nacional
asegure los estandares internacionales, siendo sus atributos basicos intransables en las

exigencias comerciales para ser una opcion en el mercado, esos atributos son la inocuidad, la
8



autenticidad, la integridad y la composicién. Siendo la capacidad de ofrecer garantias de
cumplimiento de estandares elevados de inocuidad y calidad un rol determinante frente a

otros exportadores(5).

La actual normativa se basa en dos principios para prevenir efectos peligrosos sobre la
salud de los individuos, los cuales son el principio precautorio en donde se respalda la
adopcion de medidas protectoras por parte de la autoridad ante sospechas fundadas de que
ciertos productos o tecnologias alimentarias representan un riesgo grave para salud pablica
o0 el medio ambiente, pero sin que se cuente con una prueba cientifica definitiva de tal riesgo,
tomando medidas de proteccion determinadas sobre una base cientifica, sin embargo si hay
motivos razonables para temer efectos peligrosos y los datos disponibles no permiten una
evaluacion de riesgo concluyente, es aceptado internacionalmente como estrategia de gestion

de los riesgos(5).

El otro principio de la politica nacional de inocuidad y calidad de los alimentos es el
principio preventivo, el cual busca hacerse cargo de la problematica del control del producto
final, buscando solucionar problemas ya presentes, detectados a través de vigilancia y control
de los procesos, en donde se detecta la presencia de contaminacién previo, cuyo origen,
diseminacion, exposicién y proyeccién es dificil de conocer, lo que complica las acciones de

mitigacion y resolucion(5).



3.2 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Las enfermedades transmitidas por alimentos son infecciones o intoxicaciones al
consumir agua o alimento contaminado con agentes biolégicos, quimicos y/o fisicos que
puedan ocasionar un dafio en la salud de las personas. Sus caracteristicas clinicas se pueden
clasificar segin signos y sintomas iniciales y predominantes, los cuales pueden afectar el
tracto gastrointestinal, sistema nervioso central, signos o sintomas alérgicos y/o de infeccion
generalizada dependiendo del cuadro especifico que se trate. Se debe sospechar cuando mas
de una persona presente una sintomatologia similar después de haber estado expuesto a la

ingestion del alimento o agua de una fuente comun(6).

Dentro de los virus, los mas comunes que ocasionan este tipo de infecciones son el
Norovirus y el virus de la hepatitis A. los parasitos que mas se asocian con esta patologia son
los que se encuentran presentes en el alimento, ya sea carne o pescados, otros se introducen
en la cadena alimentaria a través del agua y/o suelo, contaminando el alimento. Dentro de las
bacterias encontramos géneros como Salmonella, Campylobacter, Escherichia, Listeria,
Vibrio, entre otros(7).

Existen factores que influyen en que este tipo de brotes se considere un problema
emergente, ya sea factores econdmicos, sociales y culturales, como el envejecimiento de la
poblacién, migraciones, cambios ambientales que afectan la produccion primaria,
emergencia y reemergencia de microorganismos, el uso de antibiéticos no controlado, la
globalizacion, cambios en las conductas y habitos de alimentacion, mayor oferta de materias
primas y productos terminados, la creciente demanda por alimentos cada vez mas variados y

exoticos(8).
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Un brote de ETA esta definido como un evento en el que dos o méas personas enferman,
presentando sintomatologia similar, luego de haber consumido un mismo tipo de alimento o
agua y donde la evidencia epidemioldgica sugiera que esos fueron la causa de la enfermedad.
Y un brote de ETA de importancia de salud publica es aquel brote que cumpla con al menos
uno de los siguientes criterios, que sea de una magnitud mayor o igual a 10 casos, que existan
casos hospitalizados o fallecidos, que exista una sospecha de un agente presente en el agua
de consumo, identificada como vehiculo de transmisidn, que sea un brote institucional, lo
cual hace referencia que son ocurridos en establecimientos educacionales, lugares de trabajo,
recintos penitenciarios, establecimientos de larga estadia para adultos mayores, entre otros,

y por ultimo que el brote sea de importancia mediatica o priorizado por autoridades(8).

Segun el Decreto Supremo N°158 del afio 2004, establece que los brotes de ETA son de
notificacion universal, obligatoria e inmediata. Por lo que los establecimientos de salud deben
notificar por la via mas expedita ante la sospecha de la ocurrencia de cualquier brote a la
SEREMI de Salud, quienes avisaran al MINSAL, el personal de salud que atiende los
primeros casos es el responsable de iniciar la investigacion epidemiolégica entrevistando al

caso indice(8).

Si a partir de la investigacion epidemioldgica se establece que la exposicion de los casos
y la pérdida de inocuidad del alimento han ocurrido en un ambiente domiciliario o privado,
como medida de control se realizara educacion sanitaria al grupo afectado, reforzando las
medidas de prevencién. En cambio si la pérdida de inocuidad del alimento tuvo origen en
una instalacion de elaboracién o expendio de estos productos, aun cuando se haya consumido
en un ambiente domiciliario se iniciara una investigacion ambiental. Si se establece que la
exposicion ocurrié en una region diferente a la notificadora, la region de exposicion iniciara
la investigacion ambiental y se informara del resultado a la regién notificadora, en caso que

se estime pertinente se procedera a la clausura del establecimiento(8).
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3.3 Escherichia coli

Escherichia coli enterohemorragica es un patégeno zoonético humano, que se transmite
a través del consumo de alimentos contaminados como carne de res, productos lacteos,
verduras, frutas y en verduras listas para comer (9). El ganado bovino es el principal
reservorio de Escherichia coli O157: H7, siendo estos portadores asintomaticos en su tracto
gastrointestinal (10), ademas de encontrarse en otros animales domésticos como ovejas,
cerdos, cabras, perros y gatos (11). También existe transmision directa de persona a persona
principalmente en jardines maternales o infantiles, hogares para ancianos e instituciones para
enfermos mentales. Se han descrito casos de contaminacién por E.coli debido a

contaminacion cruzada por manipuladores, equipamiento y utensilios (12).

Las dosis infectiva de este microorganismo es bajo, alrededor de 10 células bacterianas,
siendo del orden de 1 a 100 unidades formadoras de colonias (13), se asocia con un amplio
espectro de manifestaciones clinicas la cual puede variar desde una diarrea leve y
autolimitada hasta procesos mas graves, generando ocasionalmente secuelas como colitis
hemorréagica o sindrome hemolitico urémico (14),(15). En personas infectadas la duracion
media de excrecion fecal es de 2 a 3 semanas, siendo clinicamente asintomaticos durante las

ultimas etapas(16).

Dentro de los factores de virulencia encontramos la produccion de citotoxinas llamadas
verotoxina, siendo el factor que define este patotipo, la cual puede ser Stx1 y Stx2, siendo
enfermedades mas severas las causadas por la Stx2 (17). Aunque otros serotipos de E.coli y
Shigella spp pueden producir citotoxinas semejantes y desencadenar la misma patologia.
Existe una predominancia en nifios menores de 5 afios, ocasionando un sindrome hemolitico
urémico (18). Otro factor de virulencia es un plasmido de gran tamafio que tiene el gen ehxA
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que codifica una hemolisina, ademas de presentar una isla de patogenicidad que contiene
genes para la codificacion de intimina y para el receptor translocado de intimina junto con
genes para la sintesis del sistema de secrecion tipo I11 (19),(20). La intimina tipo a se adhieren
principalmente a nivel del intestino delgado y las cepas con intimina yl y y2 se unen

fundamentalmente en el colon (21).

Los miembros de la familia Stx son toxinas compuestas, una subunidad A catalitica, y una
subunidad B multimérica que participa en la union de la toxina a receptores glicolipidos
especificos en la superficie de las células diana (22). Una vez que se unen a la membrana de
la célula diana, las toxinas se internalizan mediante un proceso de endocitosis mediada por
receptor (23). En algunas células las vesiculas unidas a las toxinas se fusionan con los
lisosomas celulares, lo que resulta en la degradacién de la toxina, sin embargo en las células
que son sensibles a la citotoxina, las vesiculas endosémicas que contienen los complejos de
receptores de toxinas experimentan un transporte retrogrado a través del aparato de Golgi al

reticulo endoplasmico antes de ser translocadas al citosol (24).

Durante el proceso anteriormente mencionado, la subunidad A es cortada por una proteasa
generando un fragmento A1 N terminal cataliticamente activo y un fragmento A2 C terminal
gue permanecen unidos por un enlace disulfuro, posteriormente este enlace se reduce
liberando el componente Al activo (23). El fragmento Al liberado tiene actividad de ARN
N- glicosidasa y escinde un enlace N-glicosido especifico en el ARNr 28S (25), esta escision
presenta un enlace dependiente del factor de alargamiento del aminoacil-ARNt a la
subunidad ribosomal 60S, lo que inhibe la etapa de elongacion de la cadena peptidica para la

sintesis de proteinas provocando finalmente la muerte celular (26).

13



La patogenia consiste en que la cepa es ingerida por via oral, luego llegar a nivel intestinal
para establecer la colonizacion del lugar mediante la adhesion a las células epiteliales

intestinales.

Algunos individuos infectados con E.coli enterohemorréagica pueden ser completamente
asintomaticos a pesar de las grandes cantidades de organismos y toxinas libres en las
deposiciones (27). Los pacientes infectados inicialmente sufren una diarrea acuosa pero
puede progresar en 1 0 2 dias a diarrea con sangre y colitis hemorragica (28). Ademas de
reportar con frecuencia un dolor abdominal severo. En una proporcion esta infeccion puede
progresar a Sindrome hemolitico urémico, potencialmente mortal caracterizada por la triada
clasica que consiste en anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y falla renal

aguda precedidas por diarrea sanguinolenta (14).

Algunas personas que desarrollan Sindrome hemolitico urémico experimentan sintomas
neuroldgicos como letargo, dolor de cabeza intenso, convulsiones y encefalopatia (29). los
sobrevivientes pueden sufrir discapacidades permanentes que incluyen insuficiencia renal
cronica, hipertension y déficit neuroldgico (30). La infeccion por este microorganismo
también puede dar como resultado un purpura trombocitopénica trombdtica asociado a
diarrea, siendo mas comun en adultos que en nifios, difiere de un sindrome hemolitico
urémico en que los pacientes suelen ser febriles y hay compromiso neurolégico marcado
(15).
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3.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus es una cocacea Gram positivo, observada en forma de racimo mediante
microscopia, catalasa positiva, no esporulante, aerobio o anaerobio facultativo. Las cuales se
pueden encontrar en el entorno, ya sea en el aire, agua, polvo, aguas residuales, superficies

ambientales, en los seres humanos y en los animales (31).

Se han descrito mas de 50 especies y subespecies las cuales se describen de acuerdo a su
potencial para producir coagulasa, por lo que se clasifican entre especies de Staphylococcus

coagulasa positivos y Staphylococcus coagulasa negativa (31).

Las especies de Staphylococcus coagulasa negativa, juegan un papel en la fermentacion de
productos a base de carne y leche, por lo que se consideran de grado alimentario (31). En
donde el grado alimentario se usa para describir herramientas, suministro y equipos que son
de calidad suficiente para ser utilizados con fines de produccion, almacenamiento o
preparacion del alimento (32). Dentro de los Staphylococcus coagulasa negativo existen
especies que no presentan genes de expresion de enterotoxinas y otras en las cuales si se
puede encontrar la presencia de estos genes pero no se han evidenciado cepas de esta

clasificacion en incidentes de intoxicacion alimentaria (33),(34),(35).

Dentro de la clasificacion de los Staphylococcus coagulasa positiva, Staphylococcus
aureus es el principal agente causal descrito, pero ademas se ha destacado el potencial

enterotoxigenico de Staphylococcus intermedius.
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El prerrequisito para que un alimento esté contaminado con Staphylococcus aureus, es
que tenga la presencia del microorganismo y que haya tenido las condiciones ambientales
para que este se multiplicara y libere las enterotoxinas (31).

Se requieren de cinco condiciones para inducir una toxi-infeccion por Staphylococcus
aureus, en donde la primera condicion es tener una fuente de Staphylococcus aureus
productor de enterotoxinas, ya sea de la materia prima o del portador sano o infectado, lo
segundo es la transferencia del microorganismo al alimento, lo tercero es que las
caracteristicas fisicoquimicas del alimento sean favorables para el crecimiento y la
toxinogénesis, luego es necesario una temperatura favorable y tiempo suficiente para el
crecimiento y la formacion de la toxina y la Gltima condicién es el consumo del alimento con

cantidades suficientes de toxinas para provocar sintomas (31).

Staphylococcus aureus produce diversas toxinas las cuales se pueden dividir de acuerdo
a los efectos bioldgicos que producen en las células, en donde encontramos las citotoxinas
(o, B, v, 0 y leucocidina de Panton-Valentine) las cuales tienen un mecanismo poro perforador
sobre las membranas de leucocitos, eritrocitos, macrofagos, plaquetas y fibroblastos.
También encontramos las toxinas exfoliativas A y B, las cuales son proteasas, que rompen
los puentes intercelulares en el estrato granuloso de la epidermis. Ademas encontramos la
Toxina del sindrome del shock tdxico TSST-1, la cual es un sUper antigeno en donde
estimulan la proliferacion de células T y la liberacion de citoquinas, produciendo

extravasacion o la destruccién de las células endoteliales.
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Por dltimo, las enterotoxinas liberadas por Staphylococcus aureus, se clasifican de
acuerdo a su morfologia con la denominacion de una letra del alfabeto esparfiol que va desde
la A hastala E ydelaGalal, las cuales son super antigenos que estimulan la liberacion de

mediadores quimicos en los mastocitos, aumentando el peristaltismo (36).

Las enterotoxinas liberadas son proteinas globulares de cadena sencilla con un peso
molecular de 22 a 29 KDa (37). Las enterotoxinas son resistentes a las condiciones
ambientales como congelacion, secado, tratamiento térmico, y pH é&cido, las cuales son
condiciones que si eliminan al microorganismo, ademas son resistentes a las enzimas

proteoliticas conservando su actividad en el tracto digestivo (38).

Las células y los receptores especificos en el sistema digestivo, no se han relacionado
claramente con la intoxicacion oral por enterotoxinas estafilococicas, pero se sugiere que
estas toxinas estimulan el nervio vago en las visceras abdominales, que transmite la sefial al
centro emético(39), siendo los receptores en las neuronas aferentes vagales esenciales para

la emesis activada por la enterotoxina estafilococica A (40).

Ademas las toxinas, pueden penetrar en el revestimiento intestinal y activar las respuestas
inmunes locales y sistémicas (41). La diarrea asociada con la intoxicacion por toxinas
estafilococicas podria atribuirse a la inhibicion de la reabsorcion de agua y electrolitos en el
intestino delgado (42),(43).

17



La activacion de un gran numero de células T, seguidas de la proliferacion y liberacion
masiva de quimioquinas y citoquinas proinflamatorias puede conducir a un sindrome de

shock toxico.

El periodo de incubacidon y gravedad del cuadro clinico depende de la cantidad de toxinas
consumidas, y de la susceptibilidad de la persona. La sintomatologia inicial es de nauseas
seguida de vomito, la cual puede aparecer dentro de los primeros 30 minutos a 8 horas, con
un promedio de 3 horas, después de consumir el alimento contaminado. Otros sintomas son
dolor abdominal, diarrea, mareos, temblores y debilidad general a veces asociados con fiebre
moderada. En la mayoria de los casos la recuperacién ocurre dentro de las 24 a 48 horas sin

tratamiento especifico (44).

La dosis de toxina para provocar sintomatologia seria de 0,2 pug de enterotoxina por
Kilogramo de peso, por lo que un adulto necesitaria consumir entre 10 y 20 pg (45). Otros
autores consideran que una cantidad menor a 1 pg podria causar sintomatologia de
intoxicacion en personas susceptibles (46). Otro autor estimd que la cantidad de enterotoxina
estafilocdcica A necesaria para causar diarrea y vomitos era de 0,144ug (47).

3.5 Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, no fermenta el manitol,
movil, productor de lecitinasa (48), formador de esporas que son resistentes al calor, la
deshidratacion y otras tensiones fisicas, que habita principalmente en el suelo, en donde

puede completar su ciclo de vida saprofita (49), por lo que también existe la posibilidad de
18



contaminacion, de aguas y alimentos incluidos el arroz, los productos lacteos, las especias,

carnes, coles, pasta, aves y verduras (50).

La ingestion de alimentos contaminados puede llevar a dos tipos de infecciones
gastrointestinales que dafian el epitelio del hospedero, generando cuadros leves y
autolimitados. En donde el cuadro de tipo emético, es una intoxicacién alimentaria causada
por la ingestidn de alimentos que contienen la toxina cereulida, la cual es un péptido de anillo
pequefio, es una toxina estable al calor producida antes del consumo del alimento la cual
produce vomitos (51), mientras que el tipo diarreico depende de la ingestion de células de
Bacillus cereus seguidas por la produccion de factores de virulencia en el intestino delgado
(52),(53),(54).

En el sindrome de tipo diarreico las células de Bacillus cereus se originan a partir de
células vegetativas ingeridas que sobreviven el paso por el estdmago (55), y/o de esporas
ingeridas que se adhieren a la mucosa intestinal y luego germinan en el intestino delgado.
Evidencia reciente sugiere que la diarrea inducida por Bacillus cereus no es causada por la
proliferacion masiva de este microorganismo y la produccion del factor de virulencia en la
luz intestinal, sino por el crecimiento localizado y la produccion del factor de virulencia en

la capa de moco del hospedero o de la superficie epitelial (52).

Estos factores de virulencia dafian las células epiteliales cercanas por la formacion de
poros, lo que resulta en dafio en microvellosidades y lisis osmotica de las células epiteliales

del hospedero y eventualmente diarrea (56).
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El mecanismo celular de la diarrea y la identidad de la enterotoxina implicada siguen
siendo desconocidas. Se han propuesto tres enterotoxinas putativas, la hemolisina BL (HBL),
enterotoxina no hemolitica (Nhe) y citotoxina K (CytK), todas citotoxicas para el epitelio in
vitro. Cytk es una toxina hemolitica formadora de poros con homologia con las - toxinas
formadoras de poros de barril, incluyendo la a-hemolisina estafilocécica (57). CytK es una

proteina de 34KDa con actividades dermonecréticas, citotoxicas y hemoliticas (58).

HBL y Nhe son toxinas tripartitas, en los cuales los tres componentes son necesarios para
la actividad citotdxica méxima (59),(60). Hbl posee diversos efectos bioldgicos, que incluyen
actividades de permeabilidad vascular, dermonecrética, actividad citotdxica hacia células
Vero y tejido retiniano (61), actividad hemolitica y posee capacidad enterotoxigénico (62).

Nhe tiene actividad citolitica y hemolitica (56).

Tipicamente este cuadro presenta dolor abdominal, diarrea acuosa y emesis. El tiempo de
incubacion sobre las 6 horas después de ingerir el alimento, normalmente entre las 8 a 16
horas, con un promedio de 12 horas, pero en casos raros se ha observado tiempos de
incubacion maés largos. La duracién del cuadro normalmente es de 12 a 24 horas (50). La
dosis infecciosa se ha indicado 10 ° —10 8 células o esporas, sin embargo se han encontrado

dosis mas bajas en las cuales se ha causado la enfermedad (54).

Este tipo de cuadro clinico se asocia cominmente con alimentos proteinicos, salsas y

verduras, productos carnicos, sopas, pudines y productos lacteos (50),(63).
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En el sindrome emético es una intoxicacion causada por la toxina cereulida, producida
antes de la ingestion, en donde el curso de la enfermedad es caracteristico con néuseas y
emesis que ocurren unas pocas horas después de la comida, en donde el tiempo de incubacién
originalmente se describio de 1 a 5 horas (50), pero recientemente se acorto a un tiempo de
0,5 horas hasta las 6 horas (64).

El nimero de bacterias de Bacillus cereus requeridas para producir suficiente toxina
emética para causar la enfermedad no se ha determinado, pero en los alimentos involucrados
se han encontrado niveles de 10 * a 10 ° UFC por gramo de alimento (54). El cuadro clinico
de tipo emético se ha relacionado con el consumo de arroz frito y cocido, pasta, pasteleria y

fideos (62). Se encuentran en alimentos ricos en almidon (64).

La cereulida, tiene un peso molecular de 1,2 KDa (64),(65), la cual es producida por una
péptido sintasa no ribosomal (66), este es resistente a las condiciones acidas, proteolisis y al
calor (65). Dentro de los efectos encontramos que actia como un catiénico ionoporo,
pudiendo inhibir la actividad mitocondrial mediante la inhibicion de la oxidacion de los
acidos grasos (67), ademas se ha demostrado que causa dafio celular (68) e inhibe las células

natural Killer del sistema inmunol6gico (69).
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3.6 Género Salmonella spp

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram-negativos, generalmente
moviles por flagelos peritricos, anaerobios facultativos y no esporulados. La mayoria no
fermentan la lactosa, fermentan la glucosa, no producen indol, no degradan la urea,
descarboxilan la lisina y ornitina (70).

El género se divide en dos especies diferenciables por caracteristicas metabdlicas como
la hidrolisis del ONPG, el crecimiento en presencia de KCN, entre otras. Estas especies
Salmonella enterica y Salmonella bongori, se dividen en mas de 2500 serovariedades,

definidas en funcion de asociaciones de factores antigénicos somaticos O y flagelares H (70).

Las especies de este género son sensibles al calor, pueden sobrevivir en superficies como
ceramicas, vidrio, y acero inoxidable. Son destruidas facilmente por los desinfectantes

utilizados en la industria alimentaria.

El reservorio de S. typhimurium y S. enteritidis puede ser en animales domésticos y
salvajes, entre los que encontramos aves de corral, ganado porcino y bovino, roedores,
mascotas como iguanas, tortugas perros, gatos, hamsteres y también el ser humano puede ser
reservorio para estos microorganismos. Por lo que es una enfermedad zoonotica infecciosa,
transmitida por una variedad de alimentos, asociada a carnes y subproductos de aves de

corral, incluso los huevos.
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Este patogeno es eliminado a traves de la materia fecal en forma intermitente, ya que esta
se ubica y multiplica en el intestino contaminando el ambiente que rodea al animal infectado,
provocando de esta manera una transmision horizontal a otros animales. Lo que implica que
se transmite por la ruta fecal-oral. En el caso de Salmonella enteritidis la colonizacion no es
solo a nivel intestinal, sino que esta puede invadir 6rganos internos, permaneciendo por un

mayor tiempo.

La dosis infectiva es de 10° a 102 UFC/g3 pero puede ser de 1 UFC/g dependiendo del
estado de salud del huésped, la edad y las caracteristicas de la cepa (71). Las especies de
Salmonella spp sobreviven durante mucho tiempo en los alimentos los cuales son muy
variados desde carne, huevos, frutas, vegetales hasta productos secos como especias y nueces
(70).

La salmonelosis generalmente es autolimitada en personas sanas, los sintomas comienzan
entre 6 y 72 horas después de la exposicion y duran de 4 a 7 dias dependiendo de los factores

del hospedero y de la cepa.

La salmonelosis rara vez es mortal, excepto en los grupos de riesgo como lo son los recién
nacidos y lactantes, ancianos e inmunocomprometidos. Se presenta como un cuadro de
enterocolitis aguda, con aparicion repentina de cefalea, dolor abdominal, diarrea, nausea y
vomitos en algunas ocasiones. Ademas de deshidratacién que puede ser grave si no es
controlada a tiempo, la mayoria de las ocasiones hay fiebre, la anorexiay la fiebre persisten
por varios dias y puede evolucionar a septicemia o infeccién focal. Sin embargo el estado de

portador cronico en los seres humanos es poco comun.
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3.7 Género Shigella spp

Shigella es un patégeno entérico Gram negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo que tiene la capacidad de ingresar y sobrevivir
dentro de las células no fagociticas (72). El humano es el Gnico hospedero natural (73), pero
se ha reportado la transmisién de persona a persona a través de contaminacion fecal-oral,
ademas se puede transmitir a través de alimentos, agua contaminada o fomites contaminados.
Las infecciones estan asociadas con el sindrome disentérico con la emision de heces
sanguinolentas, mucopurulentas, ademas de complicaciones como insuficiencia renal
asociada con el sindrome hematouremico y la expresion de la toxina Shiga, asi como la

artritis reumatoide.

Shigella presenta genes que codifican enzimas como la lisina descarboxilasa, arginina
aceiltransferasa, no expresa adhesinas, no forma biopeliculas, es inmovil debido a la falta de
expresion de flagelo, pero si expresa proteinas de superficie la cual les permite la motilidad

intracelular, la que le permite la propagacion a través de las células intestinales (74).

Shigella es un patégeno invasivo altamente eficiente, ya que 10 a 100 bacterias ingeridas son
suficientes para causar la enfermedad (75),(72). El tratamiento antibiotico generalmente se
recomienda en pacientes con sintomas moderados y graves, ya que puede reducir la duracion,

la gravedad de los sintomas, la excrecion de organismos y prevenir las complicaciones (76).
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El proceso de infeccion inicia con la ingestion oral, luego sobrevive al ambiente acido del
estdbmago vy la microbiota intestinal competitiva para alcanzar la region terminal del ileon,

colon y recto donde penetra la capa mucosa (77).

Shigella spp invade el epitelio asociado al foliculo que recubre las placas de Peyer, el cual
consiste en tejido linfoide organizado en la capa submucosa ubicdndose en las células M (78).
Aunque las células M son fagociticas y muestrean el contenido luminal (79), Shigella
desencadena reordenamientos citoesqueléticos en las células M, que probablemente
promueven la translocacion bacteriana a través de la barrera epitelial (80). Dentro de unas
pocas horas de la infeccién, ocurre una respuesta inflamatoria aguda, con acumulacién de
polimorfonucleares en el sitio de infeccion, este aumento con la pérdida de la capa epitelial
y los cambios morfoldgicos en la arquitectura de las vellosidades intestinales locales, que
culminan en la ruptura de la barrera epitelial y una mayor entrada de bacterias en los tejidos
subyacentes (81). Resiste la muerte de las especies reactivas del oxigeno provocadas por los

polimorfonucleares mediante la expresion de superoxido dismutasa y catalasa (82).

Después de la invasion celular, lisa la vacuola fagocitica para replicarse intracelularmente.
Durante la replicacion se mueve mediante la polimerizacion de la actina en un polo
bacteriano, formando colas de cometa de actina, lo que permite la formacion de
protuberancias que contienen bacterias en la membrana plasmatica de la célula que invaden
las células adyacentes. Después de la lisis de las membranas celulares de las células
adyacentes, las bacterias reinician la replicacion intracelular, la cual ocurre en un tiempo de
duplicacion estimado de 10 a 15 minutos, las células infectadas mueren unas pocas horas

después de la infeccion (83).
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Sin embargo S. flexneri es el principal causante de shigelosis endémica en zonas de bajos
recursos causando cerca de dos tercios de las infecciones (84). S. sonnei es la segunda especie
de Shigella més comun en paises de bajos ingresos y de ingresos medios, y es la especie lider

en paises de altos ingresos (85).

Ningan individuo es inmune a la shigelosis, pero los nifios menores de 5 afios tienen la
mas alta incidencia mundial (75) y después de los 40 afios se ha informado que la incidencia
aumenta constantemente junto con la carga bacteriana, por lo que se sugiere que los nifios

pequefios y las personas mayores arrojan la mayor carga bacteriana (86).

La presentacion clinica abarca desde deposiciones acuosas y sueltas hasta sintomas graves
como fiebre, dolor abdominal, tenesmo y diarrea con sangre. La gravedad de la enfermedad
varia segun la especie infectante, en donde S. flexneri puede causar disenteria, mientras que
S. sonnei generalmente suele ser diarrea acuosa autolimitada (76). Las complicaciones
agudas como el megacolon toxico, la peritonitis y la septicemia se observa principalmente
en nifios con desnutricion severa (75). La disenteria también puede dar lugar a
complicaciones como diarrea persistente, anorexia grave, pérdida de peso y malnutricién,
dilatacion del intestino grueso, convulsiones, dafio rectal y sindrome hemolitico urémico
(87).

Histéricamente, S. dysenteriae tipo 1 fue considerada el Gnico serotipo capaz de producir
la toxina de shiga, a la cual se le ha atribuido el sindrome hemolitico urémico debido al efecto
protrombotico que provoca la toxina al unirse a las células endoteliales de la
microvasculatura resultando una hemolisis microangiopatica, anormalidades neurologicas y

azotaemia. Pero aislamientos clinicos de especies de Shigella no dysenteriae han adquirido
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genes stx, mediante transferencia horizontal de elementos genéticos mdviles, los cuales

codifican para la toxina de shiga (88).

La toxina de shiga es neurotoxica, citotdxica y enterotoxica, su efecto enterotdxico se
produce al unirse a los receptores del intestino delgado y bloquea la absorcién de electrolitos,
glucosa y aminodcidos desde el lumen intestinal. El efecto citotoxico se produce al unirse la
subunidad de la toxina de shiga se une con los glicolipidos de la célula huésped en el intestino
delgado. La subunidad Al se internalizara mediada por endocitosis causando una
inactivacion irreversible de la subunidad ribosomal 60S, inhibiendo la sintesis de proteinas
causando muerte celular, dafio de la microvasculatura del intestino y hemorragia. El efecto

neurotoxico se caracteriza por fiebre y calambres abdominal (89).

3.8 Género Listeria spp

El género Listeria incluye 17 especies reconocidas, de las cuales solo dos se consideran
patdgenas, L. monocytogenes y L. ivanovii. Son bacilos Gram positivo dispuestos en forma

de empalizada (90).

Las especies de este género se pueden clasificar en dos grupos en base a la relacion de las
especies con L. monocytogenes, la cual en términos de salud publica e impacto académico es
una de las especies mas importantes. En donde el primer grupo es denominado Listeria sensu
strictu, en donde se encuentran L. monocytogenes, L. seeligeri, L. marthii, L. ivanovii, L.
welshimeri y L. innocua, y el grupo Listeria sensu lato que incluye al resto de las especies

del género (91),(90).
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Listeria sensu strictu, comparten caracteristicas fenotipicas como la capacidad para crecer
a temperaturas bajas como 4°C, motilidad al menos a 30°C, reaccidn positiva para la catalasa,
incapacidad para reducir el nitrato a nitrito y reaccion positiva en la prueba de Voges-
Proskauer, ademas de fermentar D-arabitol, a-metil D-glucoésido, celobiosa, D-fructosa, D-
manosa, N-acetilglucosamina, maltosa y lactosa, pero no fermentan inositol, L -arabinosa y
D-manitol (90).

Solo las especies consideradas patdgenas y algunas cepas de L. innocua muestran
actividad de fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol, L. monocytogenes, L. ivanovii y L.
seeligeri, asi como algunas cepas de L. innocua muestran capacidades hemoliticas, L.
ivanovii se diferencia de la otra especie patdgena en su capacidad de fermentar la D-ribosa
(90).

L. inoccua se identifica tipicamente por su incapacidad para causar hemdlisis y fermentar
D-xilosa combinada por su capacidad para fermentar glicerol, pero las cepas hemoliticas de
L. innocua son dificiles de diferenciar de L. monocytogenes y L. seeligeri basados en pruebas
bioguimicas estandar (90).

L. monocytogenes es la tercera causa principal de muertes transmitidas por alimentos
debido a causas microbianas en los EE.UU (92). L. monocytogenes es un patdgeno
intracelular facultativo que causa una enfermedad rara y grave, en donde los sintomas tipicos
incluyen septicemia, abortos y encefalitis (90), pero también se ha reportado casos de
enfermedades gastrointestinales sin infecciones sistémicas (93), en donde casi siempre es

causada por el consumo de alimentos contaminados.
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L. monocytogenes se encuentra en aguas de desechos, fluviales, suelo, en el ambiente,
aves, pescados, crustaceos, moluscos, insectos, leche, productos carnicos, frutas y vegetales
y este Gltimo puede ser contaminado cuando se utiliza tierra o estiércol usado como
fertilizante. Puede sobrevivir por largos periodos en los alimentos, ambientes refrigerados,
plantas de procesamiento por lo que puede ser transmitido durante cualquier paso de la

cadena de produccién (94).

L. monocytogenes produce un cuadro clinico denominado listeriosis, en casos severos se
puede observar septicemia, meningitis, encefalitis, infeccion del sistema nervioso central
llegando incluso a la muerte en inmunocomprometidos. Pero los sintomas pueden ir desde
problemas gastrointestinales tales como nauseas, vomitos, diarrea, dolor de cabeza, fiebre y

dolores musculares (95).

L. monocytogenes secreta listeriolisina O la cual es esencial para la salida del fagosoma,
ademas de una proteina inductora del conjunto de actina el cual le permite la propagacién de
célula a célula (96). Ademas produce una hemolisina denominada listeriolisina S, la cual
funciona como una bacteriocina y juega un papel durante la fase gastrointestinal (97),
ademaés codifica un sistema fosfotransferasa de celobiosa la cual se ha relacionado con las

cepas asociadas con la invasién del sistema nervioso central (98).

L. monocytogenes es un parasito intracelular facultativo capaz de sobrevivir en
macrofagos e invadir células normalmente no fagociticas, como hepatocitos, células
epiteliales y células endoteliales, en donde se adhiere e invade, luego el escape temprano de
las vacuolas fagociticas primarias y secundarias, mediante la formacién de poros. Luego de
la multiplicacion intracelular se genera la polimerizacion de filamentos de actina en un polo
de la bacteria, formandose una estructura semejante a una cola de cometa que facilita el
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movimiento intracelular y la invasion a células vecinas, diseminandose entre los tejidos

protegidos del sistema inmune (99).

L.ivanovii se considera un patdgeno, pero se ha relacionado con enfermedades en animales,
predominantemente en ovinos (100), pero también se ha aislado de bovinos (101) y en
humanos con sintomas compatibles con listeriosis. En donde la mayoria de los casos se aislo
de la sangre del paciente, sin evidencia clara de la ruta de transmisién, sin embargo al menos
un caso la septicemia fue precedida por una enfermedad gastrointestinal lo que sugiere que

se pudo haber adquirido por vial oral (102).

L.innocua es una bacteria del suelo, mesofila que es considerada no patdgena, es capaz de
invadir células trofoblasticas de bovinos pero sin la capacidad de multiplicarse

intracelularmente.

Las especies pertenecientes en el grupo Listeria sensu lato son catalasa positivo, no
forman esporas, no estan encapsuladas, son positivas a la reaccion de Voges-Proskauer,

pueden reducir el nitrato a nitrito, inmdéviles a temperaturas de 4 a 37 °C (103),(104).
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Plasma frio atmosférico

El plasma es descrito como el cuarto estado de la materia, debido a que en cada transicion
de fase, es decir, del paso de solido a liquido o posteriormente de liquido a gas, las
interacciones Yy las estructuras entre las moléculas se vuelven més flexibles y finalmente se
descomponen por completo (105). Los gases son colecciones moléculas o de atomos
individuales sin estructura a gran escala, por lo que en energias mas altas las estructuras de
estos gases se descomponen liberando electrones e iones libres. El plasma consiste en

moléculas neutras, electrones e iones positivos o negativos (106).

Para lograr ionizar los gases, para pasar al estado de plasma, es necesario energia, la cual
puede provenir de fuentes como calor, electricidad, luz, laser, radiacion y una compresion
rapida. El plasma retiene la energia por un periodo de tiempo y cuando las particulas se
recombinan entre si, se libera como luz visible y radiacion ultravioleta (107). Esta tecnologia
se puede clasificar como plasma térmico en donde se trabaja a una temperatura superior a la
temperatura ambiental, por lo que no se puede aplicar en la industria alimentaria ya que la
temperatura afecta a las caracteristicas del alimento y el plasma no térmico asociado a la
industria alimentaria es aquel en que la accion antimicrobiana no es por destruccién térmica

y el dafio al alimento es poco o ninguno.

El plasma frio produce electrones, iones, radicales y fotones con un campo eléctrico, de los
cuales se pueden aplicar una variedad de combinaciones de especies y radiacion a organismos
y alimentos, los efectos en el organismo incluyen la promocion de la germinacion, el

enraizamiento y el crecimiento en las plantas (108).
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El plasma frio se genera en una temperatura ambiente y no produce dafio al alimento. Los
mecanismos por los cuales el plasma frio logra inhibir el crecimiento bacteriano es gracias a
la interaccion quimica de radicales, especies reactivas o particulas cargadas con la membrana
de los microorganismos presentes, otra forma es mediante la radiacion ultravioleta la cual
genera dafios en la membrana y los componentes celulares internos, ademas de ocasionar
rupturas en las cadenas de ADN. Siendo la sumatoria de todos estos procesos lo que hace que

le plasma sea eficaz contra ciertos microorganismos (109).

Existe una variedad de tecnologias que se utilizan para la aplicabilidad del plasma, ya sea
a una presion atmosférica normal o con cierto grado de vacio parcial, utilizando diferentes
gases para ionizar siendo estos como el aire, el nitrgeno, 0 una mezcla que contengan una
proporcion de gases nobles como el helio, argbn o nedn. La energia empleada puede ser
proveniente de electricidad, microondas o laser (105). La formacion de plasma frio solo ha

sido posible en bajas presiones y en pequefia escala (107).

El plasma en la industria no alimentaria tiene variadas aplicaciones comerciales ya sea en
la esterilizacion de dispositivos médicos delicados, resultando més rentable que la

esterilizacion quimica (110).

A pesar de que esta tecnologia aun no se ha aplicado industrialmente, si se han hechos
estudios en diferentes matrices, como lo son lechugas, tomates, almendras, berries, productos
carnicos como pollo, carne seca, entre otros en donde se observé un efecto antimicrobiano
sobre diversas especies patogénicas (111), (112), (113), (114).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el tratamiento in vitro del plasma frio atmosférico en especies patdgenas

capaces de producir enfermedades transmitidas por alimentos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto antibacteriano del PFA en diversas especies patdgenas.

2. Determinar el efecto del tratamiento con PFA a diferentes alturas de aplicacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

Identificacion de especies de Listeria spp

La realizacién de la confirmacion de la cepa utilizada, se hizo mediante la visualizacion
de las caracteristicas macroscépicas en placas de agar sangre de la colonia, dentro de las
cuales se determinaron la morfologia y coloracion de la colonia, ademas de la presencia de
hemolisis alrededor de la colonia, posterior a esto se realiza la observacion microscopica
tefiido con tincion de Gram, en donde se identifica la morfologia del microorganismo junto
con su afinidad tintorial y finalmente se realizan pruebas bioquimicas a la cepa mediante
bateria, utilizando medios como TSI, LIA, MIO, Bilis esculina, Citrato de sodio y la

realizacion de la prueba de Camp en agar sangre de cordero al 5%.
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Identificacion de Listeria monocytogenes

FIGURA N° 1: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Listeria
monocytogenes. A: Medio TSI, A/A, LIA AJA, inmdvil, indol negativo y descarboxilacion
de la ornitina negativo, Citrato negativo y Bilis positiva, ordenadas de izquierda a derecha
respectivamente. B: Prueba de Camp positiva con B- lisina.

Identificacion de Listeria inoccua

FIGURA N° 2: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Listeria
inoccua. A: Medio TSI, A/A, LIA A/A, inmovil, indol negativo y descarboxilacion de la
ornitina negativo, Citrato de sodio negativo y Bilis esculina positiva, ordenadas de izquierda

a derecha respectivamente. B: Prueba de Camp negativa con B- lisina.
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Identificacion de Listeria ivanovii

Junto con las pruebas mencionadas anteriormente para la identificacion de las especies de
Listeria spp, a esta especie se realizé una prueba adicional para la completa identificacion y

diferenciacion de las otras especies de este genero, la cual es un Test de Camp con

Rhodococcus equi, en el cual se observa una hemolisis en forma de pala.

FIGURA N° 3: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Listeria
ivanovii. A: Medio TSI, A/A, LIA A/A, inmovil, indol negativo y descarboxilacion de la
ornitina negativo, Citrato de sodio negativo y Bilis esculina positiva, ordenadas de izquierda
a derecha respectivamente. B: Prueba de Camp negativa con - lisina. C: Prueba de Camp
positiva en forma de pala con Rhodococcus equi.
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Identificacion de especies de Salmonella spp

Para la confirmacion de las especies de este género, inicialmente se realiza una
observacidén macroscépica de la colonia en agar sangre, en donde se visualizo la morfologia
y coloracion de la colonia, ademas de la realizacion de una tincion de Gram, para la
determinacion de la morfologia y afinidad tintorial del microorganismo. Posterior a esto se
realiza la identificacion mediante medios de cultivo como el medio TSI, LIA, MIO, Citrato

de sodio, Urea de Christensen y Bilis esculina.

Identificacion de Salmonella entérica serovar enteritidis

FIGURA N° 4: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Salmonella
entérica serovar enteritidis. TSI K/A con presencia de H.S, LIA K/A con presencia de H2S,
movil, indol negativo, descarboxilacion de la ornitina positivo, Citrato positivo, Bilis

negativo, Urea negativo.
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Identificacion de Salmonella entérica serovar typhimurium

FIGURA N° 5: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Salmonella
entérica serovar typhimurium. TSI K/A con presencia de H>S, LIA K/A con presencia de
H>S, movil, indol negativo, descarboxilacién de la ornitina positivo, Citrato positivo, Bilis
negativo, Urea negativo.

Identificacion de Staphylococcus aureus

En la confirmacion de esta especie, se realiza la identificacion macroscopica de la colonia
en agar sangre, y la observacién microscépica con tincion de Gram, ademas de la realizacion

de pruebas de identificacion especificas, con la realizacion de prueba de la coagulasa en tubo.

FIGURA N° 6: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA
Staphylococcus aureus. Prueba de coagulasa en tubo positivo.
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Identificacion de Bacillus cereus

Para la corrobacién de este microorganismo se realizé la identificacion macroscopica de
la colonia y observacion microscopica con tincion de Gram. También se realizan pruebas

bioquimicas consiste en bateria de los medios TSI, LIA, MIO, Citrato de sodio, Bilis esculina

y Urea de Christensen.

FIGURA N° 7: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Bacillus
cereus. TSI A/A, LIA K/A, inmovil, indol negativo, descarboxilacion de la ornitina negativo,

Citrato negativo, Bilis negativo, Urea positivo.
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Identificacion de especies de Shigella spp

En la confirmacion de las especies de este microorganismo se realizé la observacion
macroscopica de la colonia en agar sangre y la observacion microscépica tefiido con tincion
de Gram, ademas de la realizacion de pruebas bioquimicas ocupando medios como TSI, LIA,
MIQ, Citrato de sodio, Bilis esculina y Urea de Christensen.

Identificacidn de Shigella sonnei

FIGURA N° 8: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Shigella
sonnei. TSI K/A, LIA K/A, inmovil, indol negativo, descarboxilacion de la ornitina positivo,

citrato negativo, bilis negativo, urea negativo.
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Identificacion de Shigella flexneri

FIGURA N° 9: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA Shigella
flexneri. TSI K/A, LIA K/A, inmovil, indol positivo, descarboxilacion de la ornitina

negativo, citrato negativo, bilis negativo, urea negativo.
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Identificacion de Escherichia coli

FIGURA N° 10: PRUEBAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICACION PARA
Escherichia coli: TSI K/K, LIA K/K, mavil, indol positivo, descarboxilacion de la ornitina

positivo, citrato negativo, bilis negativo.

Preparacion del in6culo

Para la preparacién de los inéculos de las diferentes especies de microorganismos
utilizados, se inicia a partir de un cultivo puro y fresco de la bacteria en experimentacion,
posterior a esto se afiade un par de colonias a un caldo BHI (Brain heart infusion) de la marca
Difco™, con 5 mL, se incuba overnight a 37°C, a partir de este cultivo en caldo BHI, se toma
una alicuota de 20 pL y se deposita en un nuevo tubo con 5 ml de caldo BHI y se deja
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incubando a 37° Celsius por 12 horas. A partir de este indculo se toman 500pL y se dispensa

en un tubo con 4,5 mL de agua peptona al 0,1%, un tubo para cada repeticion.

Aplicacion del tratamiento con Plasma Frio Atmosférico

Los indculos se tratan con plasma frio atmosférico durante treinta segundos a una
distancia de trabajo modificable, ya seaa 5, 7 y 9 centimetros, distancia la cual consiste entre
la cubierta de teflon del electrodo y la parte superior de la base de la placa en donde se
encuentra el caldo BHI anteriormente incubado, la descarga del electrodo se dirige de forma
perpendicular a la placa. El tratamiento se realiza en el interior de una Cabina de Seguridad
Biologica Clase 11, tipo A2 durante un tiempo de aplicacion del tratamiento con plasma frio
atmosférico de 30 segundos. Para verificar la eficacia del tratamiento con plasma frio
atmosférico, se usa una suspension que no es tratada, la cual es considerada la concentracion
inicial del in6culo y se mide su densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm. Posterior
a la aplicacion del tratamiento se procede a sembrar. Por lo que se denomind al tratamiento
B la distancia de aplicacion de 5 cm, el tratamiento C y D son la distancia de aplicacion de

7 cmy 9 cm respectivamente.

En las distancias de 5y 7 centimetros, el extractor de la Cabina de Seguridad Biologica
clase Il se mantiene encendido mientras son tratados con el plasma frio atmosférico, en

cambio a la distancia de 9 cm, el extractor se procede a apagar el extractor mencionado.
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FIGURA N° 11: Fotografias de la aplicacion de plasma. A: Determinacion de la diferencia
de 5 cm entre la superficie de la tapa de la placa y la cubierta de teflon del electrodo. B:
Aplicacion del plasma en el in6culo a una distancia de 5 cm. C: Determinacion de la
diferencia de 7 cm entre la superficie de la tapa de la placa y la cubierta de teflon del electrodo
D: Aplicacién del plasma en el in6culo a una distancia de 7 cm. E: Determinacion de la
diferencia de 9 cm entre la superficie de la tapa de la placa y la cubierta de teflén del

electrodo. F: Aplicacion del plasma en el in6culo a una distancia de 9 cm.

Realizacion de la siembra y Recuento de unidades formadoras de colonia

Para la realizacion de la siembra se utiliza el equipo de siembra en espiral Eddy Jet 2 (IUL,
Barcelona, Espafa), con la programacion “E-mode” con dispensacion de 50 pL. Para las
especies de Listeria spp se ocupa agar Oxford de la marca Difco ™y para las otras especies
en experimentacion se utiliza agar soya tripticasa de la marca Difco ™. Cada distancia de
aplicacion con cada microorganismo se realiza en triplicado. Ademas se realizan diluciones
seriadas con agua peptona al 0,1% para conseguir un nimero éptimo de colonias para realizar
el recuento segun la metodologia indicada por el fabricante del equipo Eddy Jet 2, también

realizando en triplicado la siembra de cada dilucion.
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Las placas sembradas se incuban a 37° C por 18 a 24 horas, y el valor obtenido en el
conteo de las colonias se reemplaza en la formula presente en el manual del equipo, cuya
férmula consiste en que la concentracion de unidades formadoras de colonias es equivalente
a (N"+N"") / (V/4), en donde N” son las CFU contadas en el primer 1/8 de la placa, N"" son
las CFU contadas en el sector 1/8 opuesto de la placa y V es el volumen total de los anillos
contados, el cual es un factor obtenido del manual mencionado anteriormente. Luego este
resultado fue multiplicado por el factor de dilucion correspondiente, obteniéndose un valor

aproximado de las UFC/mL de los inéculos.

El recuento segun el manual de Eddy Jet 2 se realiza con apoyo de una cuadricula de
conteo seccionada en 8 porciones iguales para seleccionar la porcion especificada en la
formula. Esta se encuentra dividida en 4 secciones concéntricas enumeradas de exterior a
interior del 1 al 4, de las cuales se encuentran subdivididas en tres anillos etiquetadas como
1c a la parte mas exterior de la cuadricula y 1a al anillo mas interno de la seccion 1y de la

misma forma con las demas secciones.

En la utilizacion de placas de Petri de 100 mm se utilizan las secciones 3 y 4 de la
cuadricula de conteo y la aparicion de cualquier colonia fuera de ese rango no se considera.
Al realizar el conteo se selecciona un 1/8 de la placa de Petri en la cual se superpone la
cuadricula de conteo, comenzando el conteo por el anillo mas externo hacia el interior hasta
cuando se cumpla un recuento de 20 colonias, pero se debe de continuar con el conteo hasta
contabilizar el total de colonias presentes en el anillo y se da por finalizada el conteo en esa
cuadrante. Posteriormente se deben contar las colonias que se presenten en el mismo anillo
del sector opuesto de la cuadricula, reemplazando posteriormente los valores obtenidos en la

formula descrita anteriormente.
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Figura N° 12: Cuadricula de conteo del equipo Eddy Jet 2 por UL S.A.

El sector delimitado con el color azul corresponde a 1/8 de la cuadricula y su sector opuesto,
la porcion circular enmarcada con un color rojo establece las secciones 3 y 4 para el recuento
en una placa de 100 mm vy la zona en gris representa el area utilizada para el conteo.

El analisis estadistico realizado es inicialmente el calculo de la media y la desviacion
estandar de las tres repeticiones realizadas por cada distancia y microorganismo estudiado.
Ademas se realiza el analisis de varianza (ANOVA + Tukey HSD) con el software JMP14
(SAS, INSTITUTE Cary, NC, Estados Unidos).
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6. RESULTADOS

Tabla N° 1: Efecto in vitro de los diferentes tratamientos con plasma frio atmosférico sobre las especies Gram positivos, expresada en Log

UFC/mL, Media y desviacion estandar.

Patégeno Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
Media £ Media £ Media £
Concentracion | Desviacion Tukey | Concentracion | Desviacién Tukey | Concentracion | Desviacion Tukey
inicial estandar HSD inicial estandar HSD inicial estandar HSD
Bacillus cereus| 2% [7,02|£] 0,03 | A 701 1676 |+(004| A AT 1713£(003| g
Listeria 829  |815|+| 0,02 876 |84l |+|043 938  |902|+|010| B
innocua A B
Listeria 902|878 |+| 0,05 916  |881 /.| 005 916  |873|+]013
ivanovii B B B
Listeria 1006 | 9,27 |+| 0,01 926 19,10 [+| 0,06 1043 |99+ 003
monocytogenes B A B
Staphylococeus| 877 | g34+| 0,06 867  |836|+| 0,04 897  |852]|+|0,04
aureus B B B

Los promedios dentro de cada fila seguidos por una letra mayuscula A, sefiala que no son significativamente diferente a la concentracion

inicial, en cambio con la letra B, los datos si son significativamente distintos entre si. (Prueba de Tukey HSD, p < 0,05).
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Tabla N° 2: Efecto in vitro de los diferentes tratamientos con plasma frio atmosférico sobre las especies Gram negativos, expresada en Log

UFC/mL, Media y desviacién estandar.

Patdgeno Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
Concentracion Meq'a.i, Tukey | Concentracion Medm_;t Tukey | Concentracion Me(j|a_1t Tukey
P Desviacion L Desviacion L Desviacion
inicial estandar HSD inicial estandar HSD inicial estandar HSD
Escherichia 9.56 8,88 |+(0,01 9.95 9 |+| 0,07 9.95 8,98| + (0,03
coli ! B ! A ! A
Salmonella
enteritidis 9,38 8,6 |£(0,01 5 8,92 8,52 || 0,14 5 8,54 8,21| = |0,08 3
Salmonella
typhimurium 8,70 8,33|£(0,06 5 8,96 88 |£| 0,1 A 8,96 8,78| = |0,02 A
Shigella
flexneri 9,22 8,75|%£(0,01 8,75 8,54 |+| 0,05 8,95 8,57| = |0,21
B A B
Shigella
. 8,55+ 0,01 8.86 8,69 |+| 0,09 8,85 8,57| = (0,14
sonnel 9,53 B A B

Los promedios dentro de cada fila seguidos por una letra mayuscula A, sefiala que no son significativamente diferente a la concentracion

inicial, en cambio con la letra B, los datos si son significativamente distintos entre si. (Prueba de Tukey HSD, p < 0,05).




Gréafico N° 1: Porcentaje de inhibicion de los microorganismos Gram positivos en los diferentes tratamientos.
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Grafico N° 2: Porcentaje de inhibicion de los microorganismos Gram negativos en los diferentes tratamientos.
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7. DISCUSION

El tratamiento con plasma frio atmosférico durante 30 segundos, logré disminuir la
concentracion bacteriana en las diferentes especies patdgenas, ya sean Gram positivos o

Gram negativos en las diferentes distancias aplicadas.

En los datos mostrados en la Tabla 2, referentes a la especie Shigella flexneri y Shigella
Sonnei, se obtuvo que la mayor inhibicion fue obtenida a una distancia de aplicacion de 5
cm, siendo estadisticamente significativa respecto a la concentracion inicial, en donde el
plasma formado llega bastante cerca del indculo preparado, segun la radiacion de color
violeta observable por el ojo humano, pero también las especies reactivas, 0zono y los otros
componentes formados se dispersaran menos en el interior de la cabina de seguridad, en
cambio a la distancia de 7 cm de aplicacion del tratamiento, no se obtuvo diferencia
significativa respecto a la concentracion inicial alcanzando cerca de un 2 % de inhibicién en
ambas especies, esto pudo ser debido a que los componentes formados eran sacados del
entorno al estar el extractor encendido, ya que la distancia en donde se formaban y en donde
se encontraba el in6culo era mayor por lo que era mas factible que estos fueran eliminados
antes de lograr un efecto en las bacterias. Sin embargo, a la distancia de 9 centimetros se
logré una mayor un porcentaje de inhibicion que la distancia de los 7 cm, pero no fue mayor
a la distancia de 5 cm, pero de igual forma se consiguio una diferencia estadisticamente
significativa, al estar méas alejado el electrodo con el indculo se esperaria que el efecto de
inhibicién hubiera sido menor al obtenido por la distancia de 7 cm, aunque se puede pensar
que el efecto mayor de la distancia de 9 cm es debido a que el extractor de la cabina de
seguridad no se encontraba funcionando, los elementos como las especies reactivas, el 0zono,
particulas cargadas se mantienen por un tiempo mayor en el entorno y logran hacer un mayor

efecto en su objetivo.
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En el caso de Escherichia coli, con los resultados mostrados en la tabla 2 y grafico 2, se
repite la situacion descrita anteriormente para el género Shigella spp, siendo estadisticamente
significativa para la distancia de 5 cm o tratamiento A, sin embargo, la diferencia que existe
con este género es que E.coli en las distancias de 7 y 9 cms no hay una diferencia significativa
al comparar el efecto entre ambos, a pesar de que si existe un efecto de inhibicion al
compararlo con la concentracion inicial llegando a un porcentaje de inhibicion de 2,7% y

2,91% respectivamente.

En el caso del género Salmonella spp, con los resultados mostrados en la tabla 2 se
identifica la misma tematica obtenida para el género Shigella spp, en donde se obtiene un
mayor efecto antimicrobiano a una distancia de 5 cm con diferencia estadisticamente
significativa para ambas especies, en cambio para Salmonella enteritidis existe diferencia
significativa para los tres tratamientos, en cambio Salmonella typhimurium no tiene
diferencia significativa para los tratamientos B y C alcanzando un porcentaje de inhibicion

de 1,78% y 2% respectivamente.

En la situacion de las especies Gram positivas, tenemos al género Listeria, con los
resultados presentados en la tabla 1, en donde se puede observar que en las especies de L.
monocytogenes, L.innocua y L. ivanovii existid el mayor efecto a la distancia de 9 cms, en
cambio, para la distancia de 5 cm de aplicacion solo se obtuvo diferencia significativa para
L.monocytogenes y para la distancia de 7 cm no superé el 2 % de inhibicién, en cambio para

L.innocua y L. ivanovii si existio diferencia significativa en este tratamiento.
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En el caso de Staphylococcus aureus, con los resultados mostrados en la tabla 1 y grafico
1, se muestra que la distancia en donde se obtuvo la menor porcentaje de inhibicién fue la
distancia de 7 cm, pero obteniendo resultados estadisticamente significativa para los tres

tratamientos.

En el caso de Bacillus cereus, con los resultados mostrados en la tabla 1, se obtiene el
mayor porcentaje de inhibicién a los 9 cm siendo estadisticamente significativo, en cambio
para los otros dos tratamientos no existe diferencia significativa, pero si se alcanzaron

porcentajes de inhibicién de 3,03% y 3,56% en los tratamientos A 'y B.

Diversos estudios han descrito una correlacion entre las tasa de inactivacién y humedad
del gas. En donde se obtuvo una mayor reduccion en las esporas de Bacillus atrophaeus al
aumentar los niveles de humedad al 50% (115), sin embargo se ha informado una mayor
inactivacion de Aspergillus niger con un aumento de la humedad relativa del gas a un 80%
(116).

Segun Liao et al. (2017), al aumentar el tiempo de tratamiento se obtiene una mayor
exposicion a especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno y una mayor acumulacién de
especies reactivas de plasma obteniéndose de esta forma mayores tasas de inactivacion
después de varios minutos de tratamiento con plasma frio atmosférico (117), las moléculas
de ROS y ozono son los principales factores para la inhibicidn bacteriana, ya que el ozono es
conocido por su efecto oxidativo, capaz de formar radicales hidroxilo, los cuales son
altamente reactivos y un alto efecto bactericida, pero el tiempo de vida de estas moléculas es
maés largo a medida que aumenta el porcentaje de humedad del gas portador (118), lo que

apoyaria la idea del mayor efecto antimicrobiano de la distancia de 9 cm.
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También se ha reportado que la concentracion de ozono disminuye al aumentar el
porcentaje de humedad, por lo que se puede ver afectado por la humedad ambiental o la de
la superficie del producto, por lo que se podria afectar la susceptibilidad de las bacterias al

efecto del ozono (119).

En un estudio realizado por Niemira et al (2014), en donde se testea el efecto del plasma
frio atmosférico sobre biopeliculas de Salmonella, en donde se aplicaron tiempos de
exposicion de 5, 10 y 15 segundos a una distancia de 5 0 7,5 cm desde la cabeza del emisor
del chorro de plasma, ademas de modificar el voltaje entre 23 y 48 KHz. Por lo que se obtuvo
en la distancia de 5 cm una reduccion mayor a los 15 segundos, en cambio la distancia de 7,5
cm redujo la eficacia del tratamiento de 15 segundos, pero con efectos variables en los
tratamientos de 5 y 10 segundos. Y la variacion de voltaje tuvo un efecto mayor en los
tratamientos de 10 y 15 segundos en especial en la distancia de 7,5 cm (120).

En otro estudio realizado por Niemira (2012), se evalud la eficacia de los tratamientos
rapidos de plasma frio atmosférico en la eliminacion de especies de Salmonella y E.coli
0157:H7 en almendras secas. En donde se trataron a diferentes tiempos de exposicion,
distancia y gas de alimentacion. En donde la distancia desde el emisor fue de 2, 4y 6 cm. En
el caso de E. coli existio una mayor reduccion entre mayor fuera la distancia, siendo los 2
centimetros con la menor reduccion. Para el caso de Salmonella se obtuvieron mayores
reducciones a los 6 cm siendo el aire el gas portador y 4 cm siendo el nitrogeno el gas portador
(112).
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Las diferencias en las paredes celulares entre bacterias Gram positivos y Gram negativos
podrian tener un papel en la resistencia al estrés externo, al calor, desecacion, presion, y
probablemente al plasma frio atmosférico. Algunos autores plantean la hipotesis de que la
efectividad del tratamiento podria depender del grosor de la membrana celular, ya que
dificultaria el ingreso de los radicales libres, disminuyendo el dafio al ADN y componentes
intracelulares (112)(112).

Se ha determinado que los ROS y RNS en las bacterias Gram positivas, se difunden a
través de las membranas celulares bacterianas o pueden ser transportados por canales idnicos,
reaccionando con las estructuras intracelulares, dando como resultado la contraccion celular
(121), en cambio para las bacterias Gram negativas la efectividad de los radicales libres se
debe a que interactian con los componentes de la membrana celular, lipopolisacaridos y
peptidoglicanos provocando la rotura celular producto de la peroxidacion lipidica de
lipopolisacaridos (122).

Se ha demostrado que el plasma degrada lipidos, proteinas y el ADN de las células (123).
En donde los 4&tomos de oxigeno son un potencial agente de esterilizacion debido a los
proceso de oxido-reduccién. Por lo que los acidos grasos insaturados de los lipidos de la
membrana celular, impidiéndose el transporte de biomoléculas (112), (124). Las proteinas de
las células y de las esporas son igualmente vulnerables causando desnaturalizacion y fuga
celular, oxidacion de los aminoacidos y acidos nucleicos que pueden causar cambios

resultando en la muerte del microorganismo (112).

El dafo de las estructuras de la pared celular como resultado de un tratamiento con plasma
frio atmosférico ha sido reportado en Bacillus cereus, tanto en células vegetativas como en
esporas y en E. coli. (125). Pero a la vez otros estudios han mostrado que se logra reducir la

55



poblacién bacteriana a niveles significativos superando los tres minutos de aplicacion del

tratamiento en especies de L. monocytogenes, S. typhimurium y E.coli O157:H7 (126).
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se concluyé que el tratamiento con plasma frio atmosférico en las
diferentes especies patdgenas de interés alimentario, como lo son Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii,
Listeria innocua, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium tiene un

efecto antimicrobiano.

Es los microorganismos que son Gram negativos se obtuvo el mayor porcentaje de
inhibicion a una distancia de 5 cm de aplicacion del tratamiento, en cambio en los
microorganismos Gram positivos el mayor porcentaje de inhibicion se vio a la distancia de 9
cm, excepto por la L. innocua en donde se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién a la

distancia de 7 cm, pero este es quien presenta una mayor desviacién estandar.

En relacion a las distancias de aplicacion del tratamiento estudiadas, se logré identificar
que en las distancias de 5, 7 y 9 cm, se logra una disminucion parcial del inéculo del
microorganismo, en donde de los 10 microorganismos a la distancia de 5 cm se logré
diferencia significativa en 8 de ellos al igual que a la distancia de 9 cm, en cambio a la

distancia de 7 cm solo en 4 microorganismos se consiguié una diferencia significativa.

Debido a lo obtenido, se requieren mas estudios para determinar las variables en donde se

obtenga una diferencia significativa del tratamiento con plasma frio atmosférico y
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estandarizar dichas condiciones de trabajo, ya sea usando la menor distancia de aplicacion
que sea posible en la industria alimentaria y en los estudios in vitro, si es posible con el
extractor apagado de la cabina de seguridad, ya que puede mejorar la inhibicion bacteriana 'y
en otros estudios se ha utilizado un mayor tiempo de aplicacion del tratamiento. Y al unir
estas condiciones determinar si es que se logra el mejor efecto, pero a la vez es necesario
hacer la evaluacion en diferentes matrices para garantizar a la industria alimentaria su calidad
y que permite la inocuidad de los alimentos, otorgando seguridad a los consumidores de que

no sufriran enfermedades transmitidas por los alimentos.
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