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RESUMEN

Los productos lacteos juegan un importante papel en la epidemiologia de la
listeriosis. Diversos brotes de a enfermedad (inciuso dos de los brotes mas grandes
en los afos ochenta) han estado relacionados al consumeo de queso contaminado.
El objetivo de este estudio fue evaluar la participacion del queso fresco adobera
como vehiculo de Listeria, mediante la determinacion de la frecuencia, nivel de
contaminacion y el comportamiento de una cepa nativa de L. monocytogenes asi
como los cambios concurrentes en la flora lactica, pH y acidez titulable, durante la
elaboracién y almacenamiento del producto. Se obtuvieron 106 muestras del queso
en tiendas de autoservicio de la zona metropolitana de Guadalajara. En el
aislamiento e identificacion del patdgeno se empled la técnica de la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos, el procedimiento
incluyé un enriquecimiento de 25 g de la muestra en caldo de enriquecimiento para
Listeria  (CEL), aislamiento en medio de Oxford Modificado (MOX) y Agar
feniletancl-cloruro de litio-moxalactam (LPM) e identificacion bioquimica del género
y especie. El nivel de contaminacion de Listeria se determiné por la técnica de
Siembra Directa en Placa en medio MOX, en 28 de las muestras que resultaron
positivas. El comportamiento de L. monocytogenes 1633 y los cambios
concurrentes de la flora lactica, pH y acidez titulable, se estudiaron en el queso
adobera durante su elaboracion y almacenamiento a 4 °C por 22 dias. El queso se
fabricé con leche pasteurizada inoculada en el laboratorio con 2. 5x10* ufc de L.
monocytogenes/iml| de leche. El recuento de Lisferia y bacterias lacticas fue
mediante Siembra Directa en Agar Vogel Johnson meodificado y APN
respectivamente, el pH potenciométrico y la acidez por titulacién (expresada en %
de acido lactico). En el analisis estadistico se aplico la Correlacion (r) de Pearson y
se analizo con el programa de computo SPSS V. 7.0. El 38.6 % fueron positivas a
Listeria y el 16 % correspondieron a Listeria monocytogenes. Se recuperé ademas
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeriy L. grayien 254 %, 4.7 %, 3.7 % y 0.9 % de
las muestras, respectivamente. Los limites de pH de las muestras positivas a
Listeria oscilaron entre 4.41 y 6.23. Los niveles de contaminacién con Listeria en los
quesos adobera oscilaron entre <100 y 3.7x 10° ufc/g con una mediana de 200
ufclg. Respecto al destino de L. monocytogenes en queso adobera, a partir de leche
inoculada (4.5 log), se observaron incrementos de 0.1 log de ufc de L.
monocytogenes/g 0 ml en cuajada recien obtenida, 1.3 al final de la chedarizacion y
3.1 (mas de mil veces) al final del prensado (producto terminado). Cuando el queso
se almacend en refrigeracion 4 °C por 22 dias, L. monocytogenes 1633 aumentd
31,31, 37y 351og alos 0, 8 15 y 22 dias respectivamente, Los resultados
indican que el queso adobera, a pesar de estar elaborado con leche pasteurizada
(segun la etiqueta del fabricante) y comercializado en sitios con recursos que
permiten: un manejo higiénico, es un substrato adecuado para el desarrollo de L.
monocytogenes. |.a alta frecuencia del patdgeno en queso adobera y la capacidad
del microorganismo. para muitiplicarse en este substrato, lo evidencian como un
vehiculo importante de L. monocytogenes y un riesgo potencial a la salud, sobre
todo para la poblacion susceptible.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la listeriosis se ha convertido en un problema de
Salud Plblica y los alimentos de origen animal participan de manera
importante como vehiculo del germen causal.

La listeriosis es una enfermedad zoondtica bacteriana de
distribuciéon mundial causada por Listeria monocytogenes y que afecta a
una amplia variedad de animales, asi como al hombre (Bowmer et a/,
1979).

La enfermedad estd dejando de ser rara en el mundo y su
incidencia parece estar aumentando a nivel mundial, con un especial
incremento en el numero de casos en Europa (Farber y Peterkin, 1991).
En México en 1981 se conocian Unicamente 16 casos de la enfermedad
(Barriga et a/., 1981).

En numercsos paises se han logrado importantes avances en el
conocimiento de este problema, en nuestro pais, éste aln es muy
precario debido en parte a que se considera que la enfermedad
raramente se presenta, no es obligatorio su reporte, no se hace una
blisqueda especifica del microorganismo en casos sospechosos, aungue
siempre que se ha investigado se ha logrado aislar (Barriga et a/.,, 1981)
y, aunado a esto, existen rhuy_ pocos estudios sobre su frecuencia vy
comportamiento en los alimentos.

A pesar de estar subestimada, la listeriosis se ha asociado en otros
paises con un importante costo econdémico, generado por los gastos
relacionados con la enfermedad, muertes, productividad y con los
ocasionados a la industria de alimentos (NACMCF, 1991). En los Estados
Unidos de Norteamérica (EUA) en 1989 se reportd qué el costo a la
industria lactea, solo por decomisos de alimentos contaminados, habia
ya rebasado los 66 millones de ddlares (Buazzi et a/., 1992).




Las.:manifestaciones clinicas de la listeriosis son muy variadas y
van desde leves como un tipo de influenza, hasta meningitis y aborto. La
enfermedad se ha observado con mayor frecuencia eﬁ embarazadas,
recién nacidos, ancianos y personas inmunosuprimidas (Schuchat et a/,
1991), aunque casos de personas sin tales condiciones predisponentes
han sido reportados (Farber y Peterkin, 1991).

La listeriosis en sus formas mas severas, se caracteriza por una
letalidad alta, ya que a nivel mundial se ha calculado entre 13 y 34%
(Farber y Peterkin, 1991), en los grandes brotes se ha estimado cercana
al 30% (Pearson y Marth, 1990), y solo en tres de los brotes por
productos lacteos se reportaron cerca de 100 muertes (Farber y
Peterkin, 1991).

Aunque desde hace muchos afios se sospechaba que la listeriosis
se podia adquirir por el consumo de alimentos contaminados con la
bacteria, no fue sino hasta en la década de los afos ochenta, cuando
esta via de transmision fue plénamente reconocida (Hird, 1987). Los
brotes y casos esporadicos de listeriosis ocurridos en América del Norte
y Europa y que fueros asociados epidemioidgicamente al consumo de
ensalada de col, leche pasteurizada, quesos blandos, leche cruda y paté,
entre otros, dejaron claro el papel de L. monocytogenes como un
patogeno transmitido por alimentos (Farber y Peterkin, 1991; Fleming et
al., 1985; Gilbert et a/., 1993; James et al., 1985; Schlech et af,, 1983;
Schuchat et a/., 1991).

Estudios realizados en diversas partes del mundo como
consecuencia de los brotes ya mencionados, han mostrado que Ia
bacteria “pjﬁede ser encontrada en diversos alimentos crudos vy
procesados y que puede sobrevivir y aun desarrollar en muchos de ellos
(Farber y Peterkin, 1991; NACMCF, 1991).

Listeria esta ampliamente distribuida en el medio ambiente y

presenta diversos factores de resistencia a agentes fisicos y quimicos




(Doyle y Schoeni, 1987a; Doyle et a/, 1987h; Yousef y Marth, 1988),
que le ofrecen ventajas de sobrevivencia en relacidn con otros
microorganismos en los alimentos, lo que representa al mismo tiempo
una amenaza actual en la lucha por obtener alimentos sanos. Un ejemplo
de esto lo es el hecho de que Listeria es un psicrotrofo, es decir, un
microorganismo que es capaz de desarrollar a temperaturas de
refrigeracion, mientras que se inhibe el desarrollo de la flora bacteriana
competitiva no psicrdtrofa (Andnimo, 1987; Palumbo, 1986).

Afortunadamente y a pesar de su relativa resistencia a altas
temperaturas, la pasteurizacion rapida de la leche, correctamente
llevada a cabo, ha demostrado ser un método seguro para eliminar o
disminuir fa cantidad de listerias hasta niveles que no representan un
riesgo a la salud (CDC, 1988; OMS, 1989).

La leche y los derivados lacteos como los quesos frescos, son
alimentos de gran valor nutritivo y de amplio consumo popular. Estos
productos soportan bien el desarrollo de (. monocytogenes y han
destacado por su frecuente participacién en los casos y brotes de la
enfermedad reportados en otros paises (NACMCF, 1991).

Aln cuando Listeria no sobrevive a la pasteurizacidn, muchos de
los problemas de contaminacion del producto final con este patdgeno
han sido resuitado de la contaminacion de la leche, sobrevivencia por
proceso inadecuado originando Contaminacién postproceso (Farber y
Peterkin, 1991, Piccinin et a/., 1995) y al establecimiento del patdgeno
en el ambiente de la fabrica (Jeong y Frank, 1994).

En México, los quesos fueron los alimentos mas frecuentemente
involucrados (31.4 %) en los 58 brotes (de etiolegia microbiana)
confirmados de los 79 estudiados de un total de 314 brotes de
Enfermedééés de Transmisién'AIimentaria con 12,344 casos y 348

defunciones, notificados a la Direccion General de Epidemiologia de la




Secretaria de Salud 'entre 1980 y 1989 (Parrilla, 1993), ninguno de estos
brotes se asocié con Listeria.

| En México estd reglamentado que los quesos frescos se elaboren
con leche pasteurizada (SSA, 1994; SSA, 1999), pero es comun que a
nivel artesanal se fabriquen con leche cruda y a nivel industrial con leche
pasteurizada, en .ambos se parte de una leche muy contaminada
(Fernéndé‘é et al., 1982) y su produccion, almacenamiento, transporte vy
comercializacion se realizah bajo pobres condiciones sanitarias. Todos
estos factores favorecen la contémmacién y desarrollo en estos
productos no solo de Listeria sino también de otros patdgenos.

En pal’ées industrializados donde los quesos se elaboran y
manejan con mejores condiciones sénitarias, el patégeno ha sido aislado
de muchos tipos de gquesos, y 75% de ellos fueron elaborados con leche
pasteurizada (Doyle, 1994). La frecuencia de L. monocytogenes en
quesos blandos de distintos tipos, oscild entre 0.5 y 10% (excluyendo los
resultados provenientes de una misma fabrica) (Farber y Peterkin,
1991). Mientras gue un estudio realizado en el Distrito Federal, México,
(Vizcaino y Mustre, 1992), reportd en quesos de los mercados de Chalco,
un 2% de positividad a L. monocytogenes. Y en estudios realizados en
quesos frescos de los mercados de Guadalajara, México, se encontrd un
27 vy 23% de frecuencia a L. monocytogenes en queso Panela y Ranchero
respectivamente (Luis Juan et a/., 1992a; Luis Juan et a/, 1992b).

Aln cuando la dosis infectante de L. monocytogenes se desconoce,
estimaciones indican que en el brote de California por queso Jalisco, ésta
estuvo en el orden de 100 a 10,000 células, de los 142 casos, 48 eran
inmunocomprometidos, mientras que en casos esporadicos en personas
sanas fue de 10° a 10° células (Farber y Peterkin, 1991).

Cuando el germen se ha cuantificado en el queso, se encuentran
cantidades desde <100 hasta 2.9 x 107 células por gramo de queso

elaborado, ya sea con leche cruda o pasteurizada (Beckers et al., 1987;




Eilertz et a/,, 1993; Pini-y Gilbert, 1988; Tham y Danielsson-Tham, 1988;
Yousef y Marth, 1988).

L. ‘monocytogenes se comporta de manera diferente en los
distintos tipos de quesos elaborados con leche iné)culada con el
patdgeno. La inhibicién, sobrevivencia (queso Cottage, Colby, Empacado
en Frio) o desarrollo del microorganismo (queso Brick, Feta vy
Camembert) (Farber y_Petérkin, 1991; Yousef y Marth, 1988) depende
principalmente del tipo de cepa empleada y de ias diferentes condiciones
de elaboracién, madurado y almacenamiento (composicién, humedad,
pH, temperatura, acido lactico, flora asociada, etc.) (Guyer y Jemmi,
1991; Papageorgiou y Marth, 1989).

En otro estudio realizado en Guadalajara, México, el queso Panela
resultd ser un buen sustrato para el desarrollo de L. monocytogenes
cepa California, durante su fabricacion y almacenamiento aln a
temperaturas de refrigeracion (Luis Juan et a/., 1995a).

Si bien, solo se han realizado estudios aislados en leche y en
algunos quesos frescos, y dado que cada queso presenta caracteristicas
muy particUlares que inciden 'en la frecuencia y comportamiento del
microorganismo, es necesario que se realicen estudios especificos en
cada tipo de queso, con el fin de poder implementar medidas de control
y prevencién de la enfermedad.

El queso Adobera es un queso fresco tipico mexicano, en forma de
adobe, de pasta chedarizada (acidificada) molida, no amasado en
caliente ni hilado. Su pasta es blanda, acidificado por la microflora
natural de la ieche y prensado ligeramente. Este queso tiene gran
aceptacidon a nivel nacional ya que no solo es apreciado en Jalisco (de
donde probgablemente es oriundo) sino en diversos estados del pais
(Villegas, 1993). El queso adobera esta clasificado (Secretaria dé Salud,
1994) como queso fresco de pasta cocida, sin embargo, a nivel local,

tradicionalmente se elabora sin coccién de la pasta y no recibe ningln



otro tratamiento térmico o madurado posterior. Debido al prolongado
tiempo (20 h) para acidificar la pasta, el método tradicional para
elaborar este queso puede ser objetéble ‘desde el punto de vista
sanitario, ya que si la microflora acidificante (lactobacilos termoduricos)
en la cuajada no es numerosa y activa, existe el riesgo potencial para el
desarrollo de patdgenos presentes (Villegas, 1993). Aunado a esto, en el
extranjero (Doyle, 1994), queéos similares (de baja acidez como el
esti|o~Mexicano,' Camembert y Brie) junto con el paté, se consideran
alimentos de especial preocupacion para los grupos de riesgo, por estar
estos Ultimos, asociados a numerosos casos de listeriosis y porque
soportan el desarrollo de grandes poblaciones de Listerfa.

De aqui que resulta interesante conocer la participacion del queso
Adobera como vehiculo de Listeria, determinando su frecuencia, nivel de
contaminacion y comportamiento en el producto y de esta forma contribuir
a determinar la ecologia del patdgeno y con ello facilitar la investigacion
epidemioldgica de la listeriosis en el pais, informacidn indispensable para
poder implementar medidas de control y prevencion de esta enfermedad. "

La inciusion de la determinacion de Listeria monocytogenes en
quesos, dentro de las especificaciones sanitarias de la Norma Oficial
Mexicana {NOM-121-SSA1-1994) (Secretaria de Salud, 1994), resalta la

importancia que se comienza a dar a este patdgeno en México.
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Historia de la enfermedad.

La listeriosis no es una enfermedad nueva: A fines del siglo pasado ya
se informd dei hallazgo de bacilos grampoéitivos en tejidos de pacientes que
| probablemente tuvieron listeriosis (Eilertz et a/., 1993; Lovett, 1989b).

En 1919, Dumont y Cotoni aislaron un "difteroide" de liquido
cefalorragquideo de un soldado con meningitis y fue conservado por mas de 20
anos, antes de ser identificado como L. monocytogenes (Gellin y Broome,
1989; McLauchlin, 1987).

En 1926, Murray et 4/, informaron el hallazgo de un bacilo
grampositivo como agente causante de una epizootia en conejos y cobayos ae
laboratorio. A estos investigadores se les acredita el descubrimiento de L.
monocytogenes a la cual denominaron Bacterium monocytogenes en virtud de
que la infeccion se caracterizd por una monocitosis (Gellin y Broome, 1989;
McLauchlin, 1987).

Pirie, al siguiente afio, aislo del higado de roedores sudafricanos un
microorganismo similar al descrito por Murray y col., y lo llamo Listerella
hepatolytica, en honor de Joseph Lister (Gellin y Broome, 1989; McLauchlin,
1987).

El primer informe de listeriosis humana lo hizo Nyfeldt en 1929, quien
aistd el microorganismo de sangre de pacientes con sintomas de mononu-
cleosis infecciosa. Este autor lo denominé Bacterium monocytogenes hominis
(McLauchlin, 1987).

Burn en 1936 sefiald que la bacteria podia causar infeccion en seres
humanos durante el periodo perinatal y también meningitis en los adultos
(McLauchlin, 1987).

En 1540, Pirie propuso que el microorganismo fuera nombrado Listeria
monocytogenes, nombre que fue aceptado mas tarde y que actualmente lleva
el agente causal de la listeriosis (Lovett, 1989hb).
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A partir de los primeros aislamientos confirmados de Lister/a en
infecciones individuales hechos en 1929 por Gill a pari:ir de ovejas y por
Nyfeldt a partir de humanos, se han seguido reportando casos esporadicos de
listeriosis, y con frecuencia en trabajadores que han estado en contacto con
animales enfermos (Farber y Peterkin, 1991).

A consecuencia de los brotes de listeriosis transmitidos por alimentos,

el interés de parte de los fabricantes de alimentos y de las autoridades por
~ este microorganismo, crecid rapidamente en los 1980s, con un simultaneo
aumento de la literatura publicada (Farber y Peterkin, 1991).
Incidencia de la Listeriosis: Morbilidad y Mortalidad.

La listeriosis hasta antes de 1981 era relativamente rara y en todo el
mundo solo se habian reportado cerca de 5,000 casos (Barriga et a/,, 1981).
El Centro para el Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta, Georgia, EUA,
estimo que la tasa de incidencia anual de la enfermedad en EUA para 1980-
1982 era de 3.6 por millon de habitantes (Gellin y Broome, 1589). Ei mismo
centro calculd que la incidencia anual en ese pais habia aumentado 7.1 (1700
casos) y 7.4 casos por millén de habitantes para 1986 y 1988-1990
respectivamente (Gellin y Broome, 1989, Schuchat et a/., 1991), sin embargo,
para 1993 la tasa disminuyd a 4.2 por millon de habitantes (Tappero et af.,
1995).

La incidencia anual de listeriosis en Europa para 1986 fue de 0.1 a 11.3
casos por millon de habitantes (Gellin y Broome, 1989). Mientras que en 16
paises de Europa en los ultimos afios (1984-1989) la incidencia se encontraba
entre 1.6‘y 14.7 casos por millén de habitantes, siendo Francia el pais con la
tasa mas alta durante 1986 (Farber y Peterkin, 1991). Inglaterra y Gales por
su parte reportaron q.ue de 1986 a 1988, la incidencia del padecimiento se
habia incrementado a casi 150 % (Cox, 1989a).

En Barcelona, Espafia un estudio realizado durante 1990 arrojé una
incidencia de 10.95 por millon de habitantes, representando una de las mas
altas incidencias reportadas en [a Iiterétura (Nolla-Salas et a/., 1993).
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Los aumentos en la incidencia de la enfermedad mostrados por estos
paises pudieron ser debidos a la implementacion de la obligatoriedad de su
informe, a la aplicacién de: sistemas de vigilancia epidemiolégica del
padecimiento o a ambas cosas.

LLos datos sobre listeriosis en México son muy escasos: en 1981 sélo se
conocian 16 casos de la enfermedad, 12 de meningoencefalitis y 4 de
septicemia (Barriga, 1981). Antes de esa fecha, algunos estudios realizados
en sangre (Guyer y Jemmi, 1991), en diversos tejidos de recien nacidos
muertos (Roch y Varela, 1963; Victoria ef a/., 1967), de exudados vaginales
normales y patoldgicos (Doyle y Schoeni, 1987a), asi como algunas encuestas
seroldgicas realizadas en seres humanos y animales (Giono y Pérez, 1963;
Varela et al., 1959), pusieron en evidencia la presencia de L. monocytogenes
en la poblacién y su participacion en la infeccidén perinatal y no perinatal.

Los datos obtenidos del estudio realizado por Soldrzano et a/., (1989),
en 9,283 recién nacidos vivos atendidos en el Instituto Nacional de
Perinatologia durante 1987 y 1988, destacan la importancia que tiene L,
monocytogenes como agente causal de la infeccidén neonatal. Del total de
recién nacidos vivos estudiados, a 241 se les diagnosticd septicemia neonatal
y a siete de estos se les aislé L. monocytogenes . .

Como ocurre con otras enfermedades transmitidas por alimentos, las
tasas aqui presentadas muy probablemente estan subestimadas, ya que entre
otras causas, existen casos en los que por diversas razones no se realiza el
cultivo de las muestras sospechosas (NACMCF, 1991). Cabe recalcar, como .10
sefialan algunos de los autores de Ibs_ trabajos mencionados (Barriga et a/.,
1981; Solé?zano et al., 1989), que siempre que se ha buscado de manera
intencionada el microorganismo, ha sido posibie aislarlo.

La listeriosis humana se caracteriza por una elevada tasa de letalidad y
a nivel mundial, segun datos de 1989, se ha calculado entre 13 v 34 %
(Farber y Peterkin, 1991). En los grandes brotes la letalidad se ha reportado

cercana al 30 % (Pearson y 'Marth, 1990), mientras que en los casos
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esporadicos ha estado en el orden de 23 % (Farber y Peterkin, 1991). En 31
casos de listeriosis humana ocurridos en Barcelona, Espafia durante 1990 la
letalidad fue de 51.6 % (Nolla ef a/, 1993). Por su parte Ila listeriosis
neonatal a pesar de la moderna terapia antibidtica aun presenta una tasa de
letalidad alrededor del 36 % (Farber y Peterkin, 1991). Aunado a esto y como
ya se menciond antes, se cree que en EUA la listeriosis puede ser la
enfermedad mas letal transmitida por alimentos (Farber y Peterkin, 1991).
Gellin et al (1991), mencionan que mientras otros patdgenos transmitidos
por alimentos pueden causar mayor morbilidad en EUA, alrededor del mundo,

ninguna enfermedad transmitida por alimentos, incluyendo el botulismo, tiene
una tasa de letalidad tan alta.

Impacto econdémico de la Listeriosis.

La listeriosis a pesar de estar subestimada se asocia con un importante
costo econémico. En EUA los casos conocidos de listeriosis, ademas de los -
costos por morbilidad y mortalidad, han tenido por gastos médicos y por
perdida de la productividad, un costo estimado en mas de $ 250 millones de
~ ddlares anuales (NACMCF, 1991). Sélo por citar algunos, los siguientes casos
ocurridos t_ambién en EUA demuestran los efectos econdmicos de este
: microorgan‘:iﬂ‘smo. Entre 1985 y 1986 fueron ordenadas varias devoluciones de
quesos blandos caseros franceses que resultaron contaminados con Listeria.
Una planta de lacteos se clausuré en Texas y otra de helados en California,
después de haberse identificado Listeria en sus productos o en el medio
ambiente. Una enorme compafiia lechera tuvo una devolucion de una novedad
de helado, ademas del cierre y saneamiento de sus plantas productoras,
representando un costo total de mas de $ 12 millones de ddlares y la pérdida
del producto en linea. Una lechera regional tuvo pérdidas por $ 3 millones de
doélares debido al decomiso de una extensa linea de helado después de que

Listeria se encontré en €l producto terminado y en la planta (Medallion,
1987).
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Actualmente, en otros paises, atin se siguen destruyendo grandes
cantidades de alimentos "comestibles", debido a la politica de "tolerancia
cero" a Listeria, por 1o gue es urgente gue se conozca la dosis infectante y los
factores  ambientales que regulan- la expresion de los determinantes de
virulencia en los diferentes nichos ecoldgicos donde se aisla Listeria. Y una
vez que se haya definido mas claramente la virvlencia del patdgeno, las
devoluciones se podran limitar a alimentos con una contaminacion elevada y
por cepas altamente virulentas (Schlech III, 1992). En la mayoria de los
paises europeos intentan ahora prevenir la distribucion y venta de queso ( y
algunas veces otros alimentos “listos para comer”) que contengan >100 ufc/g
de Listeria monocytogenes (Ryser, 1999c¢).

Clasificacion.

El género Listeria continla sin una posicion taxondmica bien
establecida con respecto a otros géneros (Seeliger y Jones, 1986). En la
novena ecii'tién del Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (1994),
el género es colocado, junto con Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix y
otros géneros, en una seccion titulada "Bacilos regulares gram positivos no
esporulados”, sin designarle una familia o tribu de afiliacion.

Las especies que conforman el género han venido cambiando con el
tiempo. L. monocytogenes fue la Unica especie de Listeria reconocida hasta
1961 (Farber y Peterkin, 1991). En la octava edicion del Manual Bergey
(1974), sélo se describieron 4 especies de Listeria. L. monocytogernes, L.
denitrificans, L. grayi y L. murrayi. La primera estaba constituida por un
grupo heterogéneo que incluia cepas patdgenas y no patdgenas (Lovett,
1989b, Seeliger y Jones, 1986). Seeliger (1981) propuso vy logré que las
cepas no patégenaé de L. monocytogenes, las cuales pertenecian al serotipo
wb, se reconocieran como una nueva especie,. L. innocua (Seeliger y Jones,
1986). Mas tarde, estudios de hibridizacidn de ADN-ADN realizados en una
gran coleccion de cepas de Listeria aisladas de diversas fuentes, indicaron la
existencia de 5 grupos homdlogos de ADN-ADN entre las cepas (Seeliger y
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Jones, 1986). Uno de los 5 grupos gendmicos contenia la cepa tipo de L.
monocytogenes, un segundo grupo contenia aquellas cepas denominadas
como L. /nnocua y un tercero agrupaba las cepas que exhibian una beta
hemdlisis pronunciada y a las cuales se les llamd L. /vanovii. Los otros dos
grupos genomicos fueron designados como L. seeligeri y L. welshimeri
(Seeliger y Jones, 1986). En la edicién de 1986 del Manual Bergey, se
aceptan 5 especies de Listeria. L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeriy L. ivanovii y 3 especies catalogadas como inciertas o controver-
siales: L. denitrificans, L. grayiy L. murrayi. Estudios de taxonomia numérica
y quimica, hibridacidn de DNA, secuenciacion de RNAr 165-235, entre otros,
han confirmado que L. denitrificans no pertenece al género Listeria y es
colocada en un nuevo genero Jonesia, como J. denitrificans (Rocourt et al.,
1987), mientras que L. grayi y L. murrayi son consideradas como miembros
de una misma especie, L. gray/ (Rocourt et a/., 1992), de ahi que actualmente
el género Listeria esta formado por seis especies: L. monocytogenes, L.
fvanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeriy L. grayi (Rocourt, J., 1999).
Caracteristicas del género L/steria
Care_:cteristicas microscopicas.

Los microorganismos del género Listeria son bacilos cortos, de 0.4 a
0.5 micras de diametro y de 0.5 a 2 micras de longitud, con extremos
redondeados (Figura 1). En frotis tefiidos pueden observarse en células
individuales, cadenas cortas, formando empalizadas, o con arreglos en forma
de V o Y. Esta ultima caracteristica hace que con frecuencia L.
monocytogenes sea confundida con difteroides y los cultivos sean
descartados como contaminantes. Las células procedentes de cultivos viejos o

colonias rugosas pueden presentar formas filamentosas de 6 a 20 micras de
longitud (Seeliger y Jones, 1986).




Figura 1. Microfotografia electronica de Listeria monocytogenes sobre un
corte de acero inoxidable despues del tratamiento con 200 ppm, de solucion
de hipociorito de sodio (Ryser y Marth, 1991).

Son bacterias grampositivas, aunque células de cultivos viejos, de 3 a 5
dias, puede ser gramvariable (Lovett, 1989b). No forman esporas o capsula y
Nno son alcc;hol acido resistentes (Seeliger y Jones, 1986). .

Son maviles cuando provienen de cultivos incubados entre 20 y 25 °C,
su movimiento es en forma de tumbos y esta dado por 1 a 5 flagelos
peritricos.

Caracteristicas de cultivo.

- Todas las espec'ies de 'Listeria desarrollan bien en medios de cultivo
nutricionalmente simples y a pH entre 6 vy 9 (Seeliger y Jones, 1986). Son
aerobias'j Y% _‘fac'ultativa_mente anaerob'l‘als; y su temperatura optima de
desarrolio esta entre 30 y 35'°C aunque‘ pueden crecer en un intervalo tan
amplio como 1 y 45 °C (Jones, 1990).




16

Las colonias de un cultivo de 24 a 48 h en agar nn.itritivo son redondéé, -
de 0.5 a 1.5 mm de diametro, de borde éntero, translicidas con apariencia de”
gotas de rocio, convexas'y lisas (Seeliger y Jones, 1986). Cuando se observan
empleando la iluminacion oblicua descrita por Henry, las colonias tienen un
brillo azulgris o azulverde y una apariencia de vidrio despulido (Lovett,
1989b; Seeliger y Jones, 1986).

En medios que contienen carbohidratos aprovechables, las colonias
pueden liegar a medir hasta 3.0 mm de diametro (Lovett, 1989b). En agar
sangre, Ias colonias son trahslt’:ciclas y conforme pasa el tiempo presentan
una coloracién blanco-griséceo. Solo 3 especies, L. monocytogenes, L.
seeligeri y L. ivanovii, son beta hemoliticas. L. monocytogenes y L. seeligeti
producen una zona de hemdlisis estrecha y discreta, mientras que la hemoli-
sis producida por L. ivanovii es amp!ié y claramente delineada (Seeliger y
Jones, 1986). La reaccién hemolitica ‘puede observarse mas facilmente
cuando el medio es sembrado por picadura.

Hoy en dia, en el comercio esté'n disponibies diversos medios selectivos
especialmente disefiados para aislar L. monocytogenes de los alimentos y
ambientes muy contaminados.

Caracteristicas bioquimicas.

Los miembros del género Listeria pueden ser confundidos con aquellos
pertenecientes a los géneros Brochothrix, Ervsipelothrix, Lacta.baci//us y
Kurtia (Seeliger y Jones, 1986). Este Gltimo puede diferenciarse de Listeria
por su incapacidad para producir écido a partir de glucosa y su caracter de
aerobio estricto. La mayor parte de los lactobacilos son inmoviles y no
producen catalasa, mientras que, todas las especies de Listeria son moviles y
catalasa positivas, FEstas dos Ultimas pruebas son Utiles también para
distinguirla de Erysipelothrix, aunada a la produccion de H,S en TSI; Listeria
da la prueba negativa. Brochothrix thermosphacta, un psicrotrofo similar a
Listetia, puede ser diferenciado de esta, por su incapacidad para desarrollar a
35 °C y su inmovilidad (Seeliger y Jones, 1986).
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Todas las especies de Listeria son catalasa positivas y son ademas
oxidasa negativas. Fermentan la glucosa y la maltosa sin producciéh de gas.
Son rojo de metilo y Voges Proskauer positivas. Hidrolizan la esculina y el
acido hipurico pero no la urea (Seeliger y Jones, 1986). La diferenciacion
entre [as é'Species de Listeria puede lograrse con las pruebas que aparecen en
el cuadro 1. | |

La prueba de CAMP es util para diferenciar las especies hemoliticas de
Listeria y ayuda a distinguir a L. monocytogenes de L. innocua, que son
bioguimicamente similares (Schuchat et a/., 1991, Seeliger y Jones, 1.986) La
prueba se realiza en agar sangre de ovino y se emplea una cepa de &S |
aureus beta hemolitico y una de Rhodococcus equi. L.a reaccidén de CAMP que
producen estas especies puede verse en el cuadro 1.

Caracteristicas antigénicas.

El esquema antigénico de Listeria aceptado actualmente estd basado
en el descrito por Paterson en 1940, quien reconocio 4 serovariedades o
serotipos gue designd como: 1, 2, 3 y 4 (Seeliger y Jones, 1986). El esquema
se hizo tomando en consideracién, en principio, los antigenos flagelares (H) y
en segundo término los antigenos somaticos (O). Durante la década de los
70s., el esquema de Paterson fue refinado y ampliado por Donker-Voet en
1972 y Seeliger en 1975 y 1976. Estos investigadores propusieron el sistema
de serotipificacion para el género Listeria que actualmente esta vigente y que
comprende 16 serotipos y excluye a las especies L. grayiy L. murrayi, ya que
estas son serologicamente diferentes a las otras especies de Listeria (Seeliger
y Jones, 1986). Por otra parte, L. monocytogenes esta conformada por 13
serotipos (ver cuadro 2), de los cuales 1/2a, 1/2b y 4b se aislan con fre-
cuencia de seres humanos enfermos (Jones, 1990; Schuchat et a/, 1991). La
existencia de cepas de [. seeligeri que exhiben ia ‘misma composicion
antigénica de los serotipos 1/2b, 4c¢, v 4d de L. monocytogenes (Seeliger y
Jones, 1986) y la reaccidn cruzada de algunos serotipos de Listeria con cepas
dé enterococos, de Escherichia coli, de Staphy/ococcus aureusy con algunas




Cuadro 1. Pruebas empleadas en la diferenciacion de las especies de Listeria

HEMOLISIS & REDUCCION |y 7acion DE PRUEBA DE CAMP | PATOGENICIDAD
BETA* DE NITRATOS
ESPECE . .
RAMNOSA | XLOSA | MANITOL |S. aureus | R.equi | (PRUEBA EN RATON)
|L. monocytogenes + - + - - ; _ -
L. ivanovif ++ - - + - - + +
L innocua - - yvE - - - - -
L. welshimer - ! - \Y; + - - - -
L. seeligeri =+% - - + - + - .
L grayi - - - - + - - -
L. murrayi - + v - + - - -

* + = Moderada ; ++ = Fuerte ; w = débhil
Fuente: Keer et ai., 1998 y FDA, 1998

8T



Cuadro 2. Serotipos de Listeria

ESPECIE SEROTIPO
L. monocytogenes |1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7
L. ivanovii 5 :
,l_ innocua 4ab, 6a, 6b, Nd*
6a, 6b,

wL weishimeri
L. seeligeri

1/2b, 4c, 4d, 6b, Nd*

*Nd = No designado

Fuente: Seeliger y Jones, 1986

6T
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corynebacterias moviles (Lovett, 1989b; Seeliger vy Jones, 1986), demandan
que la serotipificacion sea interpretada cautelosamente y siempre en conjunto
con las pruebas bioguimicas. |

La evaluacién de los aislamientos a partir de los primeros brotes de
listeriosis, ha demostrado que la serotipicacién no es lo suficientemente (til
en la definicion de las cepas relacionadas con los brotes. Junto con los
serotipos, la fagotipia permite un analisis por grupos mas discreto, pero
muchas cepas son intipificables, la técnica es poco estandarizada y no esta
ampliamente disponible. Las cepas de Listeria usualmente no contienen
plasmidos de ADN vy el analisis de fragmentos de restriccion del ADN
cromosémico puede ser demasiado discriminatorio. Por otra parte, la
electroforésis enzimatica ha cambiado el pancrama de la subtipificacién de
Listeria, desde su introduccion en 1980. Dentro de los serotipos de L.
monocytogenes se ha definido un gran n(mero de electroferotipos, esto
permitio el uso de estimadores de probabilidad en el estudio de Pinner y col.,
para basar la asociacién de cepas de L. monocytogenes aisladas de los pa-
cientes, y de los alimentos del mismo tipo en paquetes cerrados durante su
venta al menudeo (Schlech III, 1992).

Resistencia a factores fisicos y quimicos.

L. -monocytogenes es uno de los pocos microorganismos patdgenos,
transmitidos por alimentos que pueden desarrollar a temperaturas de
refrigeracion y en muy diversos alimentos, en especial los que tienen pH
arriba de 6.0 (Cox, 1989a), pudiendo hacerlo a temperaturas de 1 °C
(Seeliger y-Jones, 1986). Las células vegetativas de este microorganismo son
de las mas termoresistentes (Lovett, 1989b), sin embargo en general
temperaturas mayores de 50 °C son letales para el patdgeno (Lou y Yousef,
1999). Aunque existen reportes que aluden la posibilidad de que L.
monocytogenes pueda sobrevivir al tratamiento térmico minimo para
pasteurizar la leche (71,1 °C/15 seq), diversos trabajos realizados, entre otros

por la Administracidn de Medicamentos y Alimentos (FDA) y la propia
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Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sostuvieron que este procedimiento
realizado correctamente g'arantiza' la destruccion del patégeno (Lou y Yousef,
1999). Aunque inicialmente fue consignado que L. monocytogenes desarro- |
llaba a pH entre 5.0 y 9.6 (Lovett, 1988b), posteriores ensayos demostraron
que el patégeno puede desarrollar a valores de pH menores de 5, cuando se
le proporciona una temperatura cercana a la optima de desarrollo y se le
permite un tiempo suficiente para superar la fase lag que bajo estas
condiciones de pH, se prolonga (Lou y Yousef, 1999). Al parecer la inhibicion
a pH bajo, depende de la naturaleza del acido, siendo los acidos organicos
(acético > lactico > citrico) mas inhibitorios que el &cido clorhidrico
(Fernandez et al., 1982). Algunos informes sefialan también la capacidad del
microorganismo para tolerar altas concentraciones de NaCl. En 1961, Seeliger
indicd que la bacteria podia desarrollar en NaCl al 10% y sobrevivir por un
afio en NaCl al 16% cuando el pH es de 6.0 (Lovett, 1989b). En 1988, Doyle
sefiala que ésta es capaz de sobrevivir a concentraciones del 30% de NaCl y a
las de nitritos permitidos en alimentos. Sobrevive largos periodos de
desecacion, asi como a congelaciones y descongelaciones repetidas (Jones,
1990). Estudios de sobrevivencia en materia fecal de animal artificialmente
contaminada, revelaron que L. monocytogenes podia permanecer viable de 1
a 18 meses, segun el contenido de humedad de las heces (Doyle y Schoeni,
1987a). Hasta hace unos afios, L. monocytogenes fue considerada como
susceptible a los antibidticos cominmente empleados contra bacterias
grampositi\?as, sin embargo, a finales de los ochentas y principios de los
noventas, se obtuvieron varios aislamientos multirresistentes de personas
enfermas (MacGowan et al, 1990; Poyart-Salmeron et a/., 1990; Quentin et

al.,, 1990; Slade y Collins, 1990) y de alimentos (Facinelli et a/., 1991, Wong
et al.,, 1990).

Caracteristicas de la enfermedad.

Patogénesis y virulencia.




22

De las seis especies de Listeria reconocidas hasta hoy, L.
monocytogenes es considerada el principal patégeno para el hombre y para
.un gran nimero de especies animales {(Gellin y Broome, 1989). Aunque L.
/vanovii es débilmente patdgena para ovejas (NACMCF, 1991).

El 90% de todos los casos de listeriosis humana son provocados por
solo 3 serotipos de L. monocytogenes: 1{2a, 1/2by 4b (NACMCF, 1991).

La dbsis minima infecciosa de L. monocytogenes para individuos sanos
o susceplibles, no se conoce, y es de esperarse, que é&sta oscile
primordiaimente en funcién de la virulencia de la cepa y de la susceptibilidad
del huésped (NACMCF, 1991).

A pesar de gque no se conoce la principal via de entrada del patégeno al
organismo, la oral se perfila como una via importante (Farber y Peterkin,
1991; Gellin y Broome, 1989; Jones, 1990). Se sabe que las embarazadas, los
recién nacidos, los ancianos y los inmunocomprometidos son los mas
susceptibles a la listeriosis, no obstante, se han presentado casos en
personas aparentemente sanas (Farber y Peterkin, 1991; Jones, 1990; Marth,
1988; Schlech et a/.,, 1983). Hasta la fecha, los mecanismos de patogenicidad
de L. monocytogenes no han sido esclarecidos totalmente (Jones, 1990;
Schlech et al, 1983; Schlech, 1989). Varios compuestos quimicos
considerados como factores de virulencia de L. monocytogenes: una
hemolisina denominada también listeriolisina O; dos enzimas, la catalasa y la
superoxidodismutasa y; algunos compuestos de superficie referidos como la
proteina p60, proteina Act A, proteinas internalinas (A, B, C) y dos
fosfolipasas C (PC-PLC, PI-PLC) (Rocourt y Cossart, 1997). Todo parece
indicar que la proteina p60 junto con la internalina A, promueven la adhesién
y la penetracién de L. monocytogenes a las células fagociticas, mediante la
induccion de su propia fagocitosis. Una vez dentro, la listeriolisina O lisa las
vacuolas fagociticas permitiendo la sobrevivencia y multiplicacién del
microorganismo. En esta etapa, también se ha involucrado a una de las

fosfolipasas C, la PI-PLC. A continuacion las nuevas células de Listeria son
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recubiertas con filamentos de actina A, procedentes de la célula huésped que
les permite trasladarse hacia la membrana celular donde se forma una
- especie de pseuddépodo que facilita al patdgeno introducirse a una célula
adyacente y asi diseminarse en el organismo {Rocourt y Cossart, 1997).
Patologia. o

Patologicamente, la listeriosis del recién nacido involucra a muchos
'érganos, incluyendo el pulmon, higado, bazo y ganglios linfaticos
(Lichtenberg, 1987). Las lesiones, cominmente son microabscesos que
alteran con nddulos grisaceos o amarillos que representan restos tisulares
necroticos amorfos basdfilos (Lichtenberg, 1987). En las etapas iniciales de ia
enfermedad, hay una inflamacion aguda con numerosos neutrdfilos en y
alrededor de los abscesos (Ritchie, 1990). Mas tarde, aparecen grandes
cantidades de macréfagos alrededor de los abscesos necrosados y los neutro-
filos desaparecen {Ritchie, 1990). En los recién nacidos vivos con sepsis, =
existe con frecuencia un exantema papu!deritematoso en las extremidades vy
en la placenta pueden verse abscesos. Un frotis del meconio revela la -
presencia abundante del agente causal (Lichtenberg, 1987).

La listeriosis en el adulto presenta lesiones generalmente confinadas a
un solo érgano (Ritchie, 1990) y son similares a las que se presentan en el
recién nacido. En los cuadros de mehingitis, neumonia, conjuntivitis, otitis
media y sinusitis nasal, los dérganos afectados muestran inflamacion aguda
con un exudado en el que predominan los neutrdfilos (Ritchie, 1990).
Manifestaciones clinicas.

a) Listeriosis durante el embarazo.

La infeccidn en embarazadas comUnmente ocurre en el tercer trimestre
de la gestacidén, aunque se han encontrado casos durante el primero y
segundo trimestre (Farber y Peterkin, 1991; Gellin y Broome, 1989). La infec-
cién_de la mujer embarazada generalmente principia con un cuadro similar al
de la influenza, con fiebre, cefalalgia, mialgia y solo ocasionalimente,
sintomas gastrointestinales (Gellin y Broome, 1989; Marth, 1988; Schuchat et
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al, 1991). Este cuadro se presenta en aproximadamente dos terceras partes
de los casos y corresponde a la fase bacteriémica de la infeccidn. Es:te es el
. momento indicado para que a través de un hemocultivo, se pueda tener un
diagnostico temprano de la enfermedad (Gellin y Broome, 1989; Schuchat et
al, 1991). La infeccién en la mujer .embarazada es autolimitante y solo
raramente se presenta meningitis (Gellin y Broome, 1989). Es mas probable
que la infeccion del feto resulte de una transmision transplacentaria,
consecuente a la bacteriemia de la madre (Marth, 1988; Schuchat et a/,
1991) v conduzca al aborto, a un parto prematuro o a un parto con el
producto muerto (Bille y Doyle, 1991; Jones, 1990; Schuchat et a/., 1991).

b) Listeriosis neonatal.

La listeriosis neonatal se ha clasificado, de acuerdo al tiempo de la
presentacion clinica, en dos sindromes. 1) "Inicio temprano": Este sindrome
se manifiesta en los primeros 5 dias de vida, como resultado de una infeccion
intrauterina y se presenta con septicemia, neumonia y una amplia
disminucién de granulomas en placenta, higado y otros organos (Farber vy
Peterkin, 1991; Gellin y Broome, 1989; Jones, 1990; Schuchat et a/, 1991);
la tasa de letalidad calculada es del 15-50% (Farber y Peterkin, 1991). 2)
"Inicio tardio": Ocurre después del quinto dia de vida, por una infeccidn
adquirida del aparato genital de la madre durante el parto o de fuentes
ambientales después del nacimiento y con meningitis como cuadro
predominénte (Farber y Peterkin, 1991; ‘Gellin y Broome, 1989; Schuchat et

afl., 1991); la tasa de letalidad calculada es del 10-20% (Farber y Peterkin,
1991).

c) Listeriosis no perinatal. .

La Iig.teriosis que afecta a adultos {(hombres y mujeres no embarazadas)
y a niﬁos,ﬂ esta principalmente asociada a condiciones predisponentes que
incluyen: enfermedades neopldsicas, inmunosupresion, edad avanzada,
diabetes, alcoholismo, enfermedades cardiovasculares y renales, disminucion
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‘de la acidez gastrica, SIDA y otras (Farber y Peterkin, 1991; Gellin y Broome,
1989; Gellin y Broome, 1991). '

- Los sindromes clinicos asociados con la listeriosis en adultos
comprenden infecciones del sistema nervioso central (meningitis,
meningoencefalitis, abscesos), bacteriemia o septicemia y endocarditis (
Farber y Peterkin, 1991; Gellin y Broome, 1989; Schuchat et a/, 1991). La
meningitis es la manifestacion clinica mas frecuente de las infecciones del
sistema nervioso central y es comunmente vista en qncianos y pacientes
inmunocomprometidos (Farber y Peterkin, 1991; Geliin y Broome, 1989). Se
conocen, sin embargo, casos de listeriosis en individuos aparentemente
sanos, que adquirieron la enfermedad por el consumo de alimentos

contaminados con L. monocytogenes (Farber y Peterkin, 1991, Schlech et a/.,
1983).

d) Infecciones focales (localizadas).

Ocurren solo ocasionalmente y se han visto sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos; comunmente aparecen después de una etapa
bacterémica (Bille y Doyle, 1991; Gellin y Broome, 1889; Jones, 1990). Este
tipo de infecciones incluye a la endoftalmitis, artritis séptica, osteomielitis,
peritonitis, colecistitis, absceso en higado e infeccién pleuropulmonar (Gellin
y Broomé, 1989). Han ocurrido infecciones cutdneas en granjeros,
veterinarios y trabajadores del rastro que atendieron o manejaron animales
infectados {Gellin y Broome, 1989; Jones, 1990). También se han reportado
casos de conjuntivitis en granjeros avicolas y en laboratoristas
accidentalmente expuestos al patdgenos (Gellin y Broome, 1989; Jones,
1990).

En el cuadro 3 se enlistan los principales tipos de listeriosis humana.
Epidemiologia. _

Fuentes y mecanismos de transmisién.

L. monocytogenes esta ampliamente diseminada en el medio ambiente

y se ha recuperado de polvo, varios. tipos de suelos, aguas, vegetales,
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ensilados y de diversos alimentos crudos y procesados (Beckers et al., 1987;
“Ferndndez et a/.,_1987; Hayes et al., 1986; Keer et a/., 1988; Pini y Gilbert,

Cuadro 3. Tipos de Listeriosis humana

* De la mujer embarazada _
* Del recién nacido (Granulomatosis infantiséptica)

» Meningitica y meningoencefalitica
« Cutanea

+ Septicemia con faringitis y mononucleosis
* Oculoglandular

* Neumonica y granulomatosis séptica
+ Cervicoglandular
* Otros : Artritis

Osteomielitis

Abscesos espinales o cerebrales
Peritonitis
Colecistitis

Fuente: Marth, 1988
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-1988; Seeliger y Jones 1986; Skovgaard y Morgen, 1988; Weagant et a/.,
1988; Wher, 1987; Wong et al., 1990). La bacteria se ha aislado también de
heces de una amplia gama de animales silvestres y domésticos vy
frecuentemente de individuos aparentemente sanos (Jones, 1990; Seeliger y
Jones 1986; Skovgaard y Morgen, 1988).

La listeriosis se acepta generalmente como una zoonosis; una
enfermedad o infeccién transmitida naturalmente entre animales vertebrados
y humanos (Pearson y Marth, 1990). L. monocytogenes se ha aislado de por
lo menos 42 especies de mamiferos y 22 especies de pajaros asi como de
pescado, crustaceos e insectos. Este patdgeno puede causar "enfermedad de
los circulos", encefalitis, meningitis, septicemia, aborto y mastitis (Pearson y
Marth, 1990; NACMCF, 1991), y afecta a una amplia variedad de animales

tanto domésticos como salvajes, infectando principalmente a ovinos y bovinos

(NACMCF, 1991). Existe una variacion estacional en la listeriosis animal ya
que los casos se observan con mayor frecuencia a fines de invierno vy a
principios de primavera (NACMCF, 1991).

La manera mediante la cual el ganado puede infectarse con Listeria es
al ser alimentado con ensilados de mala calidad, particularmente los que
tienen pH mayor de 5.1 (Andnimo, 1987), que albergan en ocasiones hasta
mas de 12,000 células por gramo (Barriga et a/, 1981). La eliminacién del
patogeno 'por la ubre o la contaminacidn del medio ambiente, puede
ocasionar la presencia de L. monocytogenes en la leche cruda (Pearson y
Marth, 1990).

L. monocytogenes puede infectar humanos y animales por las vias oral,
ocular, cutdnea, respiratoria o urogenital (NACMCF, 1991). Y se conocen
multiples rutas posibles a través de las cuales e! germen puede llegar al
hombre {Marth, 1988) (Figura 2), s.in embargo poco se sabe de las fuentes y
mecanismos de transmision que operaron en muchos de los césos de
listeriosis humana (Gellin y Broome, 1989; Jones, 1990). Tal desconocimiento

se ha debido en buena parte a que la listeriosis era considerada como una
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enfermedad rara y su notificacion "en paises como los Estados Unidos de
América, no tenian caracter de obligatorio sino hasta hace pocos afios (Gellin
y Broome, 1989). La misma ubicuidad del germen en el medio ambiente y la
carencia de métodos discriminatorios confiables para su tipificacién han sido
también factores contribuyentes en ello (Jones, 1990).

Existen fuertes sugerencias de que una gran parte, de los animales de
sangre caliente y el hombre, juegan un papel primario en la perpetuacion y-
transmision de la enfermedad. Muchos investigadores estan de acuerdo en
que ya sea el animal directamente ¢ el contacto con el, juegan un papel
minimo en el modo de transmisidn 'bajo condiciones naturales y que la
enfermedad es transmitida por el contacto con descargas corporales que
contaminan el medio ambiente. Y como se menciond antes, el silo es quizas el
vehiculo primario de transmisidon de L. monocytogenes a 10s animales
(NACMCF, 1991).

En la actualidad se conoce que la transmision de la mayoria de los
brotes de listeriosis humana recientes, estuvieron relacionados con Ia
ingestion de alimentos de origen animal contaminados con L, monocytogenes,
a partir de fuentes ambientales (NACMCF, 1991).

Brotes de listeriosis asociados al consumo de alimentos.

Durante la década de los ochentas, varios brotes y casos esporadicos
de listeriosis humana ocurridos en América del Norte y Europa y que fueron
asociados epidemioldgicamente al consumo de alimentos, dejé en claro la
importancié de eéstos como transmisores de la enfermedad. Algunos de estos
brotes ocurrieron en EUA, Canada, Nueva Zelanda, Suiza e Inglaterra (Cuadro
4), y se describen a continuacion.

Entre Marzo y Septiembre de 1981 en las Provincias Maritimas de
Canada, ocurrid un brote de listeriosis con 41 casos (34 perinatales y 7 en
adultos). Los casos perinatales incluyeron 5 abortos y 4 nacimientos muertos.

La tasa de letalidad entre los nifios que nacieron vivos fue del 27 %.




Cuadro 4. Brotes de listeriosis transmitidos por alimentos

LUGAR (ARO)

No. DE CASOS
(No. de muertes)

ALIMENTOS
ASOCIADOS

REFERENCIAS

Boston, EUA (1979)

Nueva Zelanda (1980)
Canada {1981)
Massachusetts, EUA {1983)
California, EUA (1985)
Vaud, Suiza (1983-87)
Filadelfia, EUA (1986-87)
Connecticut, EUA (1989)
Reino Unido (1987-89)
Dinamarca (1989-1990)
Francia (1995)

Francia (1997}

Carolina del Norie, EUA
(2001)

20 (5)2
29 (9)
41 (17)
49 {14)
142 (48)
122 (31)
38 (18)
9 (1)
>300 (7)
26 (6)
33(?2)
14(?)
12()

Apio, tomates, fechuga®
Mariscos y pescada crudot
Ensalada de col
Leche PasteurizadaP
Queso estilse Mexicano
Queso Mont d'Or
Helado®, salamit
Camardnb
Patés
Queso azul Danés
Queso brie de Meaux
Queso Pont 'Evéque
Queso estilo Mexicano

Ho et al, 1986
Lennon ef af., 1984
Schlech ef 5/, 1983
leming et al., 1985
Linnan ef al., 1988
Bille, 1920
Schwartz, 1589
Riede, 1990
Mclauchlin et al., 1991
Jensen ef &/.,1994
Jacket, et &/, 1995
Goulet, 1983
Boggs ef al., 2001

@ = La causa aparente de 2 de estas 5 muertes, fue una enfermedad debilitante y no listeriosis .
5= Alimentos solo involucrados epidemioidgicamente

FUENTE: Farber y Peterkin, 1991; Ryser 1999a; Boggs ef af., 2001

0t
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El andlisis del estudio de los casos y controles reveld la asociacién’ del
consumo de ensalada de col con la infeccion. Ademas, se aisld la cepa
epidémica de L. monocytogenes tipo 4b de la ensalada de col obtenida del
refrigerador de uno de los pacientes. Posteriormente se descubrié que en la
granja que abastecia de col a la fabrica donde se producia la ensalada, se usé
estiercol de oveja como abono, sin ningun tratamiénto. Durante los dos afos
anteriores al brote, varias ovejas de |la granja de donde procedia el estiércol,
habian tenido listeriosis y dos de ellas hablan muerto de la enfermedad
(Schiech et al., 1983). |

Otro brote de listeriosis que involucrd también a vegetales crudos, se
presentd entre septiembre y octubre de 1979 en Boston, Massachusetts,
afectando 23 pacientes hospitalizados, los cuales presentaron una infeccién
sistémica por L. monocytogenes, mientras que en los 26 meses anteriores
solo habian sido detectados 9 casos. En 20 de los pacientés se aisld el
serotipo 4b de L. monocytogenes. 15 de los 20 pacientes adquirieron la
infeccion en el hospital y 12 de los 20 recibieron antiacidos y cimetidina,
antes del inicio de la enfermedad. Los pacientes habian comido con mas
frecuencia que los controles: atun, ensalada de pollo y queso, sin embargo
cabe sefalar que los alimentos se sirvieron acompafiados de apio, tomate y
lechuga cruda. Los vegetales crudos pudieron haber estado contaminados con
Listeria, la cual fue capaz de sobrevivir a la ingestion debido a la
neutralizacién del acido gastrico por la administracion de los antidcidos (Ho et
al., 1986).

Un segundo brote en Massachussets, EUA, ocurrié en el verano de 1983
y estuvo asociado con L. monocytogenes tipo 4b. Afecté a 42 adultos
inmunocomprometidos, 5 rec'ién nacidos vy 2 fetos, resultando una letalidad
del 29%. El estudio epidemioldgico reveld que el brote estuvo fuertemente
asociado a la ingestion de una marca especifica de leche pasteurizada. No se
logro aislar a Listeria de la leche _pastéurizada, pero si de la leche cruda

procedente de establos que abastecian a la planta pasteurizadora
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involucrada, aunque no del mismo fagotipo epidémico. Inspecciones en la
planta no revelaron evidencia de -incorrecta pasteurizacion y no se
identificaron fuentes de contaminacion postpasteurizacion. Este reporte fue
uno de los puntos de partida para indicar un posible incremento de Ia
resistencia térmica de L. monocytogenes, sugiriendo ademas, que la
localizacion intracelular le conferia una proteccion adicional (Fleming et al/.,
1985; NACMCF, 1991).

La epidemia mas grande de listeriosis en Norteamérica ocurrié en
California en los condados de Orange y Los Angeles, en 1985. De los 142
casos ocurridos en un periodo de 8 meses, 93 fueron perinatales y 49 en
adultos, con una tasa de letalidad de 34%, incluyéndose entre las muertes a
30 fetos y recién nacidos y 18 aduitos (ninguna mujer embarazada). De los
93 casos perinatales el 95% ocurrié en mujeres hispanas embarazadas. De los
49 adultos infectados 48 fueron personas inmunocomprometidas, anctanos o
personas que tenian algun tipo de enfermedad severa crénica. El estudio de
casos -y controles implicé al queso fresco tipo mexicano de una marca
especifica.__Se confirmo la presencia en el queso de L. monocytogenes tipo 4b
del mismo‘fagotipo y serotipo recuperado de los casos clinicos, Asimismo, se
aislé L. monocytogenes del mismo fagotipo epidémico, a partir de las
muestras ambientales, tomadas de la planta involucrada. Aunque se encontrd
que el pasteurizador estaba en buenas condiciones de operacidn, el 11% de
las muestras de queso fueron positivas a la prueha de fosfatasa y existia el
registro de que en varias ocasiones la compafiia procesé mas leche cruda de
fa que el pasteurizador podia manejar, asi como la posible contaminacién del
queso con leche cruda. La fabrica fue cerrada y se retiraron del mercado los
quesos de la marca implicada; Este fue el primer brote registrado de
listeriosis en el que el alimento causante, se identificc’;_y se retird del mercado
durante el brote (James et a/.,1985; NACMCF, 1991).

Otro brote debido al consumo de queso blando, se presentd en el oeste
de Suiza (Canton de Vaud). Durante el periodo de 1983 a 1987, se registraron
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122 casos de listeriosis con 31 muertes. Mas del 85% de las cepas aisladas
durante el periodo epidémico, fueron de un fagotipo y serotipo (4b) similar.
Al principio no se encontrd la fuente ni la via de transmisién. Sin embargo,
siguiendo el brote causado por el queso "Jalisco", se realizé6 en Suiza un
extenso estudio buscando L. monocytogenes en los productos lacteos.
Cuando se serotipificaron las cepas de Listeria aisladas de los lacteos,
unicamente las cepas recuperadas del queso blando Vacherin Mont d'Or,
fueron idénticas a las cepas causantes de! brote. En la investigacion
subsecuente de la produccidn total de queso Vacherin, también se obtuvieron
cepas del mismo serotipo y fagotipo. Los casos clinicos se observaron
principalmente durante el invierno debido a que el queso se produce
exclusivamente en el invierno y fue consumido en el area donde se
presentaron los casos. A finales de noviembre de 1987, todos los productos
fueron retirados del mercado. Esto se convirtié en una medida efectiva de
control ya que el nimero de fos casos nuevos en el drea disminuyd
substancialmente y en 1988 no se registré ningln caso nuevo causado por la
cepa epidémica. De manera interesante, un estudio de 25 casos durante un
periodo de 15 meses de enero de 1983 a marzo de 1984, 10 de 14 casos en
aduitos se presentaron en individuos sanos. Ademas, 6 de estos 10 paciente
inicialmente saludables, desarrollaron encefalitis, sugiriendo esto, un posible
tropismo de la bacteria, al cerebro de los adultos sanos (NACMCF, 1991).
Otros quesos mas se han relacionado a brotes de listeriosis: El queso
Azul Danés en 1989 a 1990 en Dinamarca con 26 casos, el queso Brie de
Meaux en 1995 en Francia con 33 casos y el queso Pont I' Eveque en 1997
también en Francia con 14 casos (Ryser, 1999a). Mientras que el queso fresco
estilo-Mexicano por segunda ocasion participd como vehiculo de un brote de
listeriosis, ya que entre octubre del 2000 y enero del 2001, en Carolina del
Norte, EUA, se identificaron 12 casos de la enfermedad, todos los pacientes
eran hispanos; 11 mujeres de edad promedio de 21 afics, de origen mexicano

y 1 anciano de 70 afios inmunoccomprometido. Diez de las mujeres estaban
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~embarazadas y la infeccién por L. monocytogenes ocasiond 5 mortinatos, 3
partos prematuros y dos recién nacidos infectados. La onceava mujer tenia 5
meses de posparto (Boggs et al., 2001).

Once brotes mas (8 en Europa, 2 en EUA y 1 en Australia) se han
registrado de 1987 a 1997, donde se ha implicado al paté en dos de ellos
(366 casos), a la lengua de puerco-en jalea (279 casos) y al maiz dulce, el
cual ocasiono el mayor brote de listeriosis conocido hasta hoy con 1594 casos
(Ryser, 1999a).

Ademas de los brotes que han estado relacionados a un alimento
determinado, se han presentado otros brotes en los gue ya sea uno o mas
alimentos fueron asociados solo epidemioldgicamente. En estos brotes han
destacado los siguientes puntos: 1) Un episodio en Nueva Zelanda en 1980,
fue el primero en implicar al pescado o los productos del mar en un brote de
listeriosis. 2) En el brote de Filadelfia, no se implicd a ninglin producto
individual, se encontraron mdltiples serotipos (4b, 1/2a, 1/2b y 3b) vy tipos |
isoenzimaticos (11 tipos) y no se logrd aislar L. monocytogenes de ninguno
de los alimentos consumidos por los pacientes (Farber y Peterkin, 1991).
Todos estos factores junto con el hecho de que en los pacientes se presentd
una tasa elevada de sintomas entéricos, permitio lanzar la hipdtesis de que
un organismo infectante (bacteria y/o virus) pudo haber precipitado o©
disparado la muitiplicacion de Listeria spp. presente en el intestino (Cox,
1989a; Farber y Peterkin, 1991). En el brote de Boston, la mayoria de los
pacientes experimentaron también sintomas gastrointestinales. Sin embaréo
en este brote, solo estuvo involucrado un serotipo (4b). Es importante
considerar . pues, que en la adquisicion de brotes de listeriosis por- una
comunidad, pueden influir en algunos casos otros factores diferentes a un

alimento contaminado (Farber y Peterkin, 1991).

Casos esporadicos de listeriosis asociados al consumo de
alimentos.
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Si- bien se han presentado importantes brotes de infeccion invasiva
causados por L. monocytogenes y que han estado asociados con la ingestion
de diversos alimentos contaminados, en los EUA (y muy probablemente en el
resto del | mundo), la mayoria de las listeriosis ocurren como casos
esporadicos o aislados (CDC, 1992).

En el cuadro 5 se enlistan casos de listeriosis esporadica transmitida
por alimentos. Se debe tomar en cuenta que en algunos casos la verdadera
fuente de la infeccidn continta en duda, ya que, ya sea que no se dispuso del
'alimento en paquetes sin abrir 0 que éstos no contenian la misma cepa
(Farber y Peterkin, 1991).

Estudios epidemioldgicos recientes indican que una porcién sustancial
de listerlosis esporéadica es transmitida por alimentos vy se hé asociado al
consumo de “hot dogs” sin recalentar, pollo insuficientemente cocido, varios
tipos de quesos frescos y alimentos obtenidos del mo'strador de tiendas de
ultramarinos (CDC, 1992).

Se desconoce la cantidad de casos de listeriosis transmitida por
alimentos que se manifestaron solo como un tipo leve de gastroenteritis, pero
es de esperarse un numero elevado. Es interesante el hecho de que de los 15
casos de listeriosis esporadica en los cuales se conocia el estado de salud de

las personas, 7 se presentaron en individuos sanos (Cuadro 5) (Farber vy
Peterkin, 1991).

Dosis minima infectante.

Se desconoce hasta el momento la cantidad -minima de células
patdgenas de L. monocytogenes que deben ser ingeridas para causar
enfermedad en individuos ya sea normales o susceptibles. En el cuadro 6 se
enlistan casos en los que se ha estimado aproximadamente el namero de
células que causd la enfermedad (Farber y Peterkin, 1991). En el brote de
California por queso Jalisco fa dosis minima infecciosa estuvo en el orden de

10%2-10%, y de los 142 casos, 48 eran inmunocomprometidos, mientras que en




Cuadro 5. Casos esporédicos de listeriosis Transmitidos por alimentos

ALIMENTO PACIENTE ESTADO DE SALUD REFERENCIA
(EDAD,SEXQ) ?

Pescado S4AF Desconccido Facinelli, ef a/. 1989

Nuggets de pollo cocido 52 AF Lupust - - : Kaczmarski. ef a/.1989

Queso 66 A.M E£ni. cardiaca, diabetes, Farber, ef af. 1880

alcchélico

Tabletas de alfaifa 55 AM Hepatitis cronica® Farber, et al. 1990

Salchicha de pavo 61 AF Cancer Bammes, ef al. 1988

Queso 3BAF Saludable Bannister, 1587

Requeson 40 AF Saludable Azadian, ef al. 1989

Pollo cocido y 31AF Embarazada Kerr, ef a/.1988
refrigerado o

Cusajo vegetal 29AF Embarazada _ .Kerr, et al. 1988

3. A = afio, D = DIAS, F = Femenino, M = Masculino
b : Paciente tratado con esteroides Continia . .
¢ Paciente tratado con esteroides y antidcidos '
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... Continuacion

ALIMENTO

PACIENTE
(EDAD,SEXO) =

ESTADO DE SALUD

REFERENGIA

Leche humana

Salchichas caseras
Champifiones salados
Embutidos de carne y arroz
Leche cruda

Hueva de bacalao (ahumada)
Helado

Salchicha de puerco

24 DF
80 A M
>55 A

78 AF
38AF
64 AM
43 AM

Saiudable
Desconeccido
Saludable
Saiudable

Falla renal crénica
Enf. debilitante
Saludable
Saludable

Svabic-Viahovic, et al. 1988
Cantoni, et al. 1889

Juntilla, ef al. 1989
Anénimo. 1990

Vogt, et al. 1990

Rocourt, 1891

Rocourt, 1991

Parodi, ef a/. 1890

a: A= Afio, D = Dias, F = Femenino, M = Masculino

Fuente: Farber y Peterkin, 1991
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Cuadre 6. Dosis minima infecciosa y periodo de incubacién en
Listeriosis transmitida por alimentos

DESCRIPCION DEL FERIODO DE
CONDICION ALIMENTO DOSIS SINTOMAS

PACIENTE BROTE ? INCUBACION

58 AF Saludable Queso 2.7 X108 Leve D

40 A F Saludable Reguesan 3.4 x 10% © Meningitis < 24h

. 48 inmunocopmpremetidos 3 qma - . 31-35d

Brote, queso Jalisco de 142 casos Queso 104 -10 Severo, variado rango (1-81d)

D D Salchichas caseras 2.7X10%g Meningitis 16-18 1
ch .

80 A M Saiudable ampinones 3.8 X 10%g Septicemia D

salados

51 AF Cancer Salchicha Frankfurt >1.1 X10%g b} D
Helado, crema 6 .

64 A M D fresca 1 X 10%g D _ 2 dias

F {2) Embarazo Camaren ® ' 2] Leve 19 - 23 dias

52 AF Esteroides, lupus Nuggets de pollo Sewero 3-5 dias

29 A M Saludable Nuggets de pollo D Lewe 3-5 dfas

a: Abreviaturas: A, = anios; F = Femenino; M = masculino; D = desconocido
b: Camarenes asociados solo epidemiolégicamente. 9 individuos reunieron la definicién de caso para enfermedad
Periodo de incubacion calculado s6lo para 2 embarazadas.

FUENTE: Farber y Peterkin, 1991
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casos de listerjosis esporadica en personas de condicion saludable la cifra
oscild entre 10%-10° (Farber y Peterkin, 1991).

Es de esperarse que el niumero de células que causa la enfermedad
varie tremendamente dependiendo de una variedad de factores, siendo los
mas importantes las- diferencias entre las cepas bacterianas y la
susceptibilidad del huésped (Farber y Peterkin, 1991). Al parecer, sin
embargo, la mayoria de individuos susceptibles sanos, consumen diariamente
alimentos que contienen L. monocytogenes en pequefas cantidades, sin
llegar a enfermarse. Esto se debe por lo menos en parte a que la mayoria de
las personas normales portan céiulas T con reactividad a Listeria sp, proba-
blemente como un resultado de infeccion subclinica ya sea por Listeria sp, o
por otras bacterias grampositivas que comparten antigenos con Listeria sp
(Farber y Peterkin, 1991). .

Numerosos estudios con varios modelos animales han demostrado que
Gnicamente la administracion de una elevada inoculacién oral o la reduccidn
de la flora normal microbiana pueden conducir a una colonizacion listérica
(Farber y Peterkin, 1991).

La indicaciéon de que la cantidad riesgosa de L. monocytogenes puede
ser muy baja quizas entre 100 y 1000 células, como en Sa/monella, cobra
mayor impacto en los productos lacteos liquidos, ya que un cuarto de galdn
puede contener tal cantidad de células, si la leche fuera contaminada adGn con
pequefios ndmeros de listerias y enseguida se mantuviera refrigerada el
tiempo suficiente para que la bacteria se multiplique, entonces sera posible
que un individuo ingiera en solo un dia 100-1000 listerias transmitidas por
leche (Rosenow y Marth, 1987).

Los sistemas de tipificacion han empezado a definir cepas de L.
monocytogenes que pueden ser mas virulentas que otras y requieren quizas
una dosis-infectante mas baja para causar la enfermedad. Las cepas con

mavyor virulencia pueden ser las responsables de los brotes en pacientes que
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estan mas sanos, cuando se comparan con pacientes que desarrollan
listeriosis esporadica (Schlech II1, 1992).

Tratamiento

La terapia antimicrobiana optima para todas las manifestaciones
clinicas de listeriosis no ha sido aun establecida en ensayos clinicos
controlados y permanece como un tema controversial_ (Gellin y Broome,
1989). Sin embargo el tratamiento a base de ampicilina o penicilina ha sido
recomendado como tratamiento de eleccidn (Southwick, 1996), pero la
respuesta puede ser lenta debido a la pobre penetracién celular que
presentan. Anteriormente algunos expertos habian propuesto el empleo de
ampicilina en combinacién con un aminoglucésido, como la gentamicina
(Gellin y Broome, 1989; Jones, 1990; Larsson et a/., 1985), hoy se sabe que
estos Ultimos no ayudan a incrementar la eficacia de la penicilina y debe
evitarse su uso (James el al, 1985). El empleo del cloranfenicol y la
tetraciclina, por su parte, han estado asociados a tasa altas de fracaso en
pacientes con la enfermedad, por lo que no son recomendados (Southwick,
1996). Varios estudios han mostrado la efectividad del sulfametoxasol y
trimetoprim para tratar pacientes con listeriosis y que son alérgicos a la
penicilina, Esta combinacion ademas de ser bactericida, alcanza niveles
adecuados. en suero y liquido cerfalorraquideo (Andnimo, 1987; Armstrong y
Fung, 1993). Ya que L. monocytogenes puede multiplicarse en las células de
los mamiferos, antibidticos que penetran, concentran y retienen su actividad
en macrofagos, estan siendo considerados actualmente. El sulfametoxasol-
trimetoprim dado con rifampicina o ciprofloxacina son una alternati;/a
potencial que aunque no ha sido evaluada resulta muy atractiva (Gellin y
Broome, 1989; Jones, 1990). Si bien la resistencia de L. monocytogenes a
estos agentes es rara, el aislamiento de cepas resistentes a estreptomicina,
eritromicina, cloranfenicol y tretraciclina hechos a partir de casos clinicos
(MacGowan et a/., 1990; Poyart-Salmeron et a/., 1990; Quentin et a/., 1990;

Schuchat et a/, 1991) y los obtenidos de alimentos con resistencia a




a1

estreptomicina, tetraciclina, meticilina, kanamicina, rifampicina, eritromicina,
gentamicina y sulfametoxasol (Facinelli et a/.,, 1991; Schuchat et a/., 1991),

demandan ser cautelosos en su prescripcion sin el estudio correspondiente de
la susceptibilidad a ellos.

Incidencia de Listeria en productos lacteos.

La implicacién epidemioldgica de la leche pasteurizada en el brote de
listeriosis en Massachusetts en 1983, seguido del gran brote en los Angeles
en 1985 atribuido.al queso tipo Mexicano condujo al establecimiento por la
FDA de una metodologia estandarizada para la deteccion de L. monocytoge-
nes. Estos eventos desencadenaron en EUA vy otros paises, numerosos
estudios tendientes a conocer la frecuencia y dindmica de este microorga-
nismo en los productos lacteos.

a) Incidencia en leche cruda y leche pasteurizada.

Resultados de los estudios realizados en estos productos en diversas
partes del mundo se presentan en el cuadro 7.

Segun Farber y Peterkin (1991), excluyendo los datos de Espafia, la -
incidencia total de L. monocytogenes en leche cruda nivel mundial parece
estar alrededor de! 2.2 %. Por lo que la leche cruda debe ser considerada por

los procesadores del producto como una fuente de contaminacion que llega a
la planta.

b) Incidencia de Listeria en quesos.

Genigeorgis et al. (1991), analizaron 100 muestras de quesos blandos
estilo hispano producidos y vendidos ilegalmente en California, utilizando el
metodo FDA modificado con un segundo enriquecimiento incubado a 4 °C por -
15 dias. Ellos reportan dos muestras con L monocytogenes y 2 mas con L,
innocua.

Tham et a/. (1988), cuantificaron L. /monocytogenes en quesos blandos
importados de dos marcas, una elaborada con leche pasteurizada y [a otra a
partir de leche cruda, ambos tipos de quesos habian sido reportados positivos

a L. monocytogenes. Emplearon un método de enriquecimiento convencional
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Cuadro 7. Incidencia de Listeria monocytogenes en leche’

%

PRODUCTO MUE';(:I;R?/::S POSITIVAS  PAIS REFERENCIAS
Leche cruda 77 18.2 Turquia ' Sharif y Tunail, 1991,
Leche cruda 137 4,37 Holanda Beckers el af., 1987
Leche cruda 95 453 Espaﬁa Dominguez-Rodriguez et al., 1985
Leche cruda 200 4.0 EUA Liewen y Plauiz, 1988
Leche cruda 850 42 EUA Lovett et al., 1987
Leche cruda 361 36 Ihglaterra y Gales Greenwood ef al., 1991
Leche cruda 292 44 EUA Rohrbach et af,, 1992
Leche cruda 121 12.0 EUA Hird, 1987
Leche cruda 540 26 Escocia Fenlon y Wilson, 1989
Leche cruda 67 44.7 Espafia Fernandez, 1987
Leche cruda 317 1.3 Suiza Breer y Shopfer, 1989
Leche cruda 208 0.5 Australia Venables, 1989
Leche cruda 256 16 Canada Davidson et al., 1989
Leche cruda 455 1.3 Canada Farber ef al,, 1088
Leche cruda 71 0.0 Nueva Zelanda Stone, 1987
Leche cruda 80 3.8 Hungria Rodler y Kérbler, 1989
Leche cruda 40 0.0 Italia : Massa et af.,, 1990
Leche cruda NR? 3.3 Checoslovaquia Microba, 1982
l.eche cruda 84 0.0 EUA Petterson et al., 1989
Leche cruda 100 0.0 México Luisjuan-Morales et al., 1995
Leche cruda 1300 13.0 México Vazquez-Salinas et al., 2001
Leche pasteurizada 22 0.0 Turqula Sharif y Tunail, 1991
Leche pasteurizada 1039 1.1 Inglaterra y Gales Greenwood et al., 1991
Leche pasleurizada 28 21.4 Espafia Fernandez et al., 1986
Leche pasteurizada 14 0.0 Canada Farber et al., 1989

1. Leche de vaca 2. No reportado
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(a 4 °C), seguido de recuento por siembra por superficie en placas de agar
'sangre de caballo. El queso elaborado con leche pasteurizada contenia
7.5X10° ufc/g de L. monocytogenes serotipo 1/2 b en la capa superficial y
100/g en el centro. El queso fabricado con leche cruda presentd en la superfi-
cie 4X10° ufc/g y en el centro 1X10° ufc/g del mismo serotipo. El queso hecho
de leche pasteurizada contenia menos de 10 coliformes por gramo.

McLauchlin et al. (1990), aislaron L. monocytogenes de 16 de 25
muestras de queso de cabra que se venden al menudeo y de 12 de 24
muestras de queso de cabra obtenidas directamente de una fabrica implicada
en un caso de listeriosis. L. /nnocua se aisld de 10 muestras de queso, 2 de
las cuales no contenfan otras especies de Listeria. Los niveles de L.
monocytogenes fueron bajos en el queso recién salido de produccién (<
10/g), pero mas elevados (10 °-107 ufc/g) en 6 de las 16 muestras obtenidas
del menudeo.

Pini y Gilbert (1988), estudiaron 222 muestras de queso blando
vendidas al menudeo, en el Reino Unido e importadas de 7 paises, se utilizé
el enriguecimiento en frio v una modificacion del método FDA, 10% de los
quesos contenfan L. monocytogenes a niveles de <10? ufc/g a 10° ufc/g. La
medicién por paises fue: Italia (16%), Francia (14%), Chipre (10%) y el
Reino Unido (4%). Se aislaron solo 2 serotipos (1/2 y 4b), algunas muestras
contenian ambos. L. Jinnocua fue la (nica otra especie de Listeria sp
encontrada.

En una investigacion realizada por Beckers et a/. (1987), en Holanda, se
detecté mediante un método de recuento, el 10.14% (7 de 69) de las
muestras de queso blando importadb, contaminadas con L. monocytogenes a
niveles de 10° y 10%/g. La bacteria se detectd también en otras 3 muestras
mediante enriquecimiento. Todas las muestras positivas habian sido
elaboradas con leche cruda. '

Las incidencias de L. monocytogenes y Listeria spp. en quesos
reportadas por Greenwood et a/. (1991}, en su estudio realizado en Inglaterra
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y Gales fueron: queso blando sin madurar de leche de vaca 1.1% (4 de 366)
y 4.8%, queso blando madurado de leche de vaca 8.2% (63 de 769), queso
duro de leche de vaca 1.5% (1 de 66) y 4.8% (58 de 1201 incluyendo los 3
tipos de queso), queso de leche de cabra 4.6% (22 de 476) y 2.1%, queso de
leche de oveja 0.7% (1 de 141) y 1.4% respectivamente.

En un estudio realizado en México D.F., por Vizcaino y Mustre (1992),
se reporta un 2% (2 de 100) de incidencia de L. monocytogenes en quesos
frescos del mercado de Chalco, Edo. de Méx. La bacteria se investigé en 1
gramo de muestra simulténeamente‘ por preenriquecimiento a 4°C en caldo
nutritivo mas 1% de glucosa, enriqueciendo periddicamente en CEL y Caldo
Universidad de Vermont modificado (UVM) y por enriquecimiento en CEL y
UVM incubando a 37 °C por 24 h, seguido de aislamiento en agar LMM y agar
LPM,

Otras incidencias en quesos reportadas por distintos autores vy
recopiladas por Farber y Peterkin {1991), se presentan en el cuadro 8.

c) Incidencia de Listeria én otros productos lacteos.

Greenwood et al, (1991), en el estudio realizado en Inglaterra y Gales
reportan incidencias de L. monocytdgenes y Listeria spp. en crema de leche
cruda de vaca, de 4.2% (2 de 48) y 8.3%, en crema pasteurizada de vaca
0.0% (0 de 40) y 0.0%, yogurt 2.2% (4 de 180) y 0.0%, helado 2.0% (3 de
150) y 1.3% respectivamente. |

Farber et al. (1989), en un estudio realizado en la mayoria (114 de
147) de fabricas de helado en Canada, reportan en helado, mezcla de helado
y una novedad de helado, incidenciaé de L. monocytogenes de 0.25% (1 de
394), 0% (0 de 85) y 1.96% (1 de 51) respectivamente.

En la investigacion realizada por Massa et a/. (1990), reportan 0% (0
de 20) de L. monocytogenes en mantequilla.

Cuaniificacién de Listeria en productos lacteos.

Diveréos autores se han avocado a estudiar los niveles de Listeria en

quesos blandos elaborados ya sea con leche cruda o pasteurizada y con o sin




Cuadro 8. Incidencia de L. monocytogenes en quescs

No. DE No. (%) POSITIVAS
PRODUCTO MUESTRAS A L. monocytogenes
Queso duro 88 o (O
Queso semiduro 205 4 (2.0
Queso curado moho-blanco 261 7 (2.7)
Queso superficie roja 343 : 33 (9.6)
Otros quesos 107 6 (5.8)
Quesos blandos 338 6 (1.8)
Varios quesos 100 2 (2.0
Quesos blandos 124 2 (1.8
Queso blando y semiblando 374 2 (0.5)
Queso 509 29 (5.7)
Queso 140 18(0.7)
Queso 89 - 8 (9.9)
Queso (misma fabrica) 23 _ 20 (87.0)
Queso | 350 3 (8.9

2: Queso de cabra hecho en casa -

Fuente: Farber y Peterkin, 1991

St
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cultivo iniciador, los resultados de algunos de estos trabajos se presentan en
el cuadro 9, en donde se aprecia que los niveles de Listeria minimos vy
méximos reportados fueron: <1x 10® y 2.9x 107 (Beckers et al., 1987;
Eilertz et al., 1993, Pini et al., 1988; Tham et al., 1988).

Dinamica de L. monocytogenes en productos lacteos.

L. monocytogenes posee la capacidad para sobrevivir durante la
.fabricacién y maduracion de una variedad de quesos, haciéndolo mejor en
quesos como el Camembert y peor en productos como el queso Cottage
(Cuadro 10). La bacteria generalmente se concentra en la cuajada, y sélo una
pequefia cantidad de Listeria se encuentra en el suero, Al parecer el
desarrolio del germen se reduce pero no se inhibe totalmente por los cultivos
lacticos iniciadores utilizados en la elaboracidén del queso. Se ha observado
también que el microorganismo sobrevive en productos como la mantequilla
cultivada, mantequilla y hasta en yogurt (Cuadro 8). Se han obtenido
resultados contradictorios con relacién al tiempo, que L. monocytogenes
puede sobrevivir en yogurt almacenado, esto se debe principalmente a las
diferencias en los métodos de recup'eracic’)n de los microorganismos dafados,
a las cepas utilizadas y al contenido de sélidos y pH del producto. Sin
embargo, parece ser que L. monocytogenes puede sobrevivir en algunos
casos por mas de 30 dias después de la fabricacion del yogurt a pHs tan
bajos como 4.0. L. monocytogenes generalmente es mds persistente que los
coliformes en mantequilla, yogurt y probablemente en el queso. Asi los
productos lacticos libres de coliformes no se encuentran necesariamente
libres de contaminacion por L. monobytogenes. L. monocytogenes crece bien
en los productos lacteos liquidos, contaminados tanto de forma natural como
artificialmente (incluyendo leche de soya) a temperatura entre 4 y 35 °C. El
germen desarrolla en la presencia de las bacterias psicrdtrofas comunes de la
leche, y se ha demostrado que la presencia de Pseudomonas en leche puede
aumentar el desarrolio de L. monocytogenes. L. monocytogenes también
sobrevive en la leche en polvo fermentada con Streptococcus cremoris o S.




Cuadro 9. Niveles de Listeria monocytogenes en quesos blandos

CARACTERISTICAS UFC/g * ANO AUTORES
Queso Fabricado con:

Leche Cruda 1x10%a 1x10° 1987 Beckers ef af., 1287
t eche Cruda <102 a 1x 10

Leche Pasteurizada 1x102 a 1 x 10 1988 Pini et al., 1988

Sin dato <102 a 1x 10°

superficie 4 x 10°

Leche Cruda
centro 1 x 108

1988 Tham et af., 1988

) superficie 7.5 x 10°
Leche Pasteurizada

centro 1 x 102
Leche de cabra sin '
nede L 1x10° a 2.9x107
cultivo iniciador 1993 Eilertz et al., 1993
Leche de cabra con 8x102 a 9x 103

cultivo iniciador

* UFC/g = Unidades Formadoras de Colonias por gramo de muestra.

Ly



Cuadro 10. Sobrevivencia y/o desarrollo de L. monocytogenes en productosiiacteos

FABRICACION ALMACENAMIENTO O MADURADQ

PRCDUCTO Sobrevivencia® Desarrollo® Sobrevivencia® Desarrollo®
Queso maasdam + + + T
Queso azul + + + -
Queso empacado en frio + - +- -
Queso cheddar + + +- g
Queso colby + ++ + -
Mantequilla + - +- ++
Queso feta + + + +
Queso camembert + ++ +- ++E
Queso cottage + ++ + -
Yogurth - +- -
Yagurt! + + +- -
Y ogurt +k -
+ -

Mantequilla madurada

a t, la cantidad disminuy¢ durante e| madurado
b -, sin desarrolio; +, desarrollo limitado; ++, buen desarroilo .

c, el periodo de sobrevivencia varié dependiendo det uso de un conservador ¢ agente acidificante

d, durante las fases iniciales del madurado del queso cheddar a pH 5.0 a 5.1, pudo haber algiin desarrollg de los microorganismos usados

e, algunas cepas solamente

f, desarrollo limitado con algunas cepas solamente, durante ia fase inicial det madurado

g, después de 18 dias de madurado

h, los resultados son para un indcuio inicial de 102 ufc/g de yogurt, con un inéculo alto (107 ufclg) L. monocytogenes pudo recuperarse hasta 9 dias después de la fabricacion
i, indcuio inicial, 1 X 10%a 5 X 103 celfml

i» |2 sobrevivencia oscil6 entre 1 a 12 dias dependiendo de ia cepa y del nimero de experimento

k, la sobrevivencia osciid entre 18 a 26 dias dependiendo de fa cepa

I, la sobrevivencia oscild entre 13 a 27 dias dependiendo de 1a cepa

Fuente: Farber y Peterkin, 1991

8b
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/actis y durante un periodo de almacenamiento del producto refrigerado. La
fermentacién con la bacteria termofilica Lactobacillus bulgaricus se encontrd
que disminuye mas el desarrollo y sobrevivencia de L. monocytogenes que las
fermentaciones con cultivos iniciadores lacticos mesofilicos. Al parecer en el
suero, el desarrollo de L. monocytogenes es mayor que su desarrollo en otros
productos [acteos liquidos, su desarrollo en suero a 6 °C estuvo grandemente
influenciado por 2 factores, el pH y la presencia de o ausencia de una cepa de
Penicilfium camemberti. EI microorganismo crecid mas rapido en suero
fermentado v a los valores mas altos de pH probados (pH 5.6, 6.2 y 6.8). El
desarrollo generalmente cesd en suero cultivado a niveles de pH de 5.4 0 mas

bajos, aunque 2 de las 4 cepas probadas crecieron en suero cultivado a pH
5.4 (Farber y Peterkin, 1991).

Métodos de deteccion de Listeria en alimentos.

Resulta un reto, intentar aislar L. monocytogenes de los alimentos ya
que éstos bueden tener una carga elevada de otros microorganismos. Se han
propuesto una gran variedad de agentes selectivos incluyendo al telurito de
potasio, acido nalidixico y acriflavina. La refrigeracién de la muestra en un
medio no selectivo por periodos prolongados (mas de 6 meses) puede
mejorar la recuperacion debido a la naturaleza psicotrofica del organismo. Mc
Bride y Girard desarrollaron un agar selectivo el cual combinado con la
iluminacién oblicua de las colonias, sugerido por Henry, contribuyd a lograr el
atslamiento de L. monocytogenes de alimentos. Se han desarrollado una gran
variedad de medios de aislamiento para la recuperacion de Listeria de los
alimentos asi como diversos estudios con el propdsito de evaluar tales medios
y en resumen estos estudios indican que: 1) El funcionamiento de los medios
estuvo afectado por el medio de soporte; 2) Aunque el agar LMM no fue lo
suficientemente selectivo, los otros medios fueron casi iguales para el
recuento de L. monocytogenes, 3) El agar LPM fue el mejor medio de todos,
para el recuento de L monocytogenes en alimentos, ya que solo inhibid el

desarrollo de microorganismos de otras especies, mientras que soportd el
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desarrollo de todas las cepas de L. monocytégenes; 4) El Agar VIM y el Agar
Oxford tuvieron una ventaja sobre el LPM ya que [Listeria spp. puede ser
diferenciada visualmente de otras bacterias sin la necesidad de la iluminacion
de Henry; y aunque la recuperacion de L. monocytogenes dafiadas por
congelacion no se vio afectada por el medio de aislamiento empleado, las
células dafiadas por calor se recuperaron en cantidades mayores cuando se
uso el Agar Despierres modificado. Aungue ningun medio ha resultado
claramente como superior, el PALCAM se prefiere en Europa mientras que en
Norteaméri;:a el LPM y el Oxford son los mas ampliamente usados (Farber y
Peterkin, 1991).
Métodos Rapidos para deteccion de Listeria (Batt, 1999).

Las técnicas tradicionales desarrolladas desde los 1980,s para detectar
y contar L. monocytogenes, no han sido lo suficientemente rapidas para
lograr la seguridad de alimentos perecederos antes de su. consumo.
Actualmente se han desarrollado sistemas de prueba basados en anticuerpos
(mono vy policlonales) y en acidos nucléicos para la identificacion rapida de
Listeria hasta nivel de género o especie (L. monocytogenes). Algunas de
éstas pruebas ya estan en el comercio y se pueden realizar en el mejor de los
casos hasta en 24 horas, dependiendo del tipo de alimento y el nivel de
sensibilidad. Estos ensayos son utiles para el rapido escrutinio cuando se
tiene un numero elevado de muestras. Si el método de prueba no se ha
aprobado oficialmente, todas las muestras positivas deberan confirmarse por
métodos microbiologicos estandar. Pruebas inmunoldgicas: a) kit ELISA
(Organon-Teknika), que emplea un microtitulador de 96 pozos y un lector
colorimétrico. b) Prueba de la Inmunotira que emplea receptaculo de fase
sOlida y un lector fluorescente (Vidas Instrument). ¢) Inmunoensayo con
contéo colonial inmunomagnético por Vicam (Watertown, MA). Pruebas
basadas en acidos nucléicos: a) kit para prueba de hibridacion de ADN
basada en la secuencia de ARNr 16s (Genetrak Framingham, MA).
Reciéntemente se ha incorporado una nueva solucién de hibridacidn donde la
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cuantificacion final se acompafia del uso de un marcador enzimético y un
lector colorimétrico. Como una alternativa al uso de secuencias blanco con un
alto nimero de copias dentro de una célula, se han reportado métodos
basados en la amplificacion de acidos nucléicos que emplean la Reaccidn en
cadena de’la ligasa (LCR), la Reacién en cadena de la polimerasa (PCR) y m’és
recientemente la secuenciacion de acidos nucléicos (NASBA). De éstos
metodos el de PCR es el de mayor sensibilidad comparado con las pruebas
estandar de acidos nucléicos ¢ inmunoensayos. Se han desarrollado una gran
variedad de ensayos basados en PCR a nivel de investigacion para L.
monocytogenes para diferentes secuencias genéticas blanco, principalmente
genes de virulencia, otras secuencias de acidos nucléicos y secuencias
cripticas Unicas para L. monocytogenes. Sin embargo en el comercio existe un
b) método de PCR para detectar especificamente L. monocytogenes de
Qualicon (Wilmington, DE), al que se le han adicionado reactivos como el
sistema BAX simplificando el proceso y haciéndolo mas practico para su uso
de rutina. La preferéncia personal por el uso de pruebas rapidas de acidos
nucléicos o de anticuerpos para la deteccion de L. monocytogenes depende
de factores como; simplicidad, costo, rapidez y sensibilidad de la prueba.

Cuantificacion.

No existen métodos oficiales de cuantificacién. Sin embargo, si una
muestra es implicada directamente como causa de listeriosis transmitida por
alimentos debe intentarse cuantificar Listeria antes del enriquecimiento por
Cuenta Directa en Placa o por NUmero Mas Probable usando Caldo de
Enriquecimiento L/steria. Tales datos son de utilidad en la estimacion de los
valores de la dosis infectante (Lovett y Hitchins, 1989a).

Prevencion y control. '

Ei control y la prevencidon de las enfermedades tienen su fundamento
en el conocimiento epidemioldgico que se tenga de éstos.

Aunquz muchos de los aspectos clinicos y microbiolégicos de L.
monocytogenes  han sido bien estudiados, nuestro conocimiento de la
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epidemiologia de la listeriosis humana es muy limitado (Gellin y Broome,

1989), de ahi que su prevencidn esté aun desarrollandose (Schuchat et af.,

1991).

Entre las medidas preventivas que pudieran resultar efectivas para
lograr tal propdsito, se sugiere: |
1. Difundir entre médicos, veterinarios, Dbacteridlogos, tecndlogos,

microbiologos vy epidemidlogos, productores y procesadores de

alimentos y otros afines a estas disciplinas, un conocimiento
actualizado de la enfermedad.

2. Reglamentar la aplicacion del Sistema de Analisis de Riesgos y Control
de Puntos Criticos (HACCP) en la industria de alimentos.

3. Evitér la exposicion de individuos considerados de alto riesgo
(embarazadas, recién nacidos, ancianos e inmunocomprometidos) a
fuentes importantes de L. monocytogenes (animales y su medio
ambiente, alimentos <crudos o insuficientemente cocidos 0
descontaminados, etc.).

Los métodos usados en los paises desarrollados para el control de L.
monocytogenes involucran la implementacion de Sistemas de Aseguramiento
de la Calidad basica como el HACCP desde la adquisicién de materias primas
crudas hasta el manejo de producto terminado (Farber y Peterkin, 1991).

RECOMENDACIONES A LAS AUTORIDADES DE SALUD PUBLICA SOBRE COMO
ASEGURAR LA PROTECCION AL CONSUMIDOR. Los siguientes son parrafos
tomados de las recomendaciones de la OMS (1988) para la prevencion de la
listeriosis transmitida por alimentos (Cox, 1989a).

I. Objetivos:

1. Reducir la incidencia de listeriosis transmitida por alimentos.
2. Limitar o eliminar donde tecnoldgicamente sea posible la contamina-
cion de Listeria monocytogenes de los alimentos‘.

3. Aumentar la confianza de los consumidores respecto a la inocuidad
de los alimentos.




53

I1. Categorias de alimentos.
1. Alimentos crudos (como vegetales y carnes crudas).
2. Alimentos crudos modificados (como alimentos crudos mezclados  con

otros ingredientes tales como col rebanada, salchicha fermentada,
leche cruda y queso).

3. Alimentos procesados (sujetos a un proceso listericida) con un manejo
subsecuente (como ciertos tipos de quesos y carnes comerciales
procesados, rebanadas o alteradas en los expendios).

4. Alimentos procesados (sujetos a un proceso listericida) en paquetes
intactos {como leche pasteurizada, productos lacteos y carnes cocidas
en recipientes sellados). Tales alimentos reciben el proceso listericida
en .SUs empaques 0 son asépticamente empacados inmediatamente
después de la aplicacion del proceso listericida.

IIT. Recomendaciones especificas.

1. Considerar el retiro del mercado de alimentos de la categoria 4 que se
encuentren contaminados con L. monocytogenes.

2. Retirar del mercado alimentos de cualquier categoria que se haya
demostrado que estan causalmente asociados con casos de listeriosis
humana. .

3. Cuando el retiro de alimentos del mercado, esté indicado, estudiar
detalladamente todas las implicaciones y posibles consecuencias antes
de su ejecucidn. Tales decisiones deben basarse en fa mejor
informacion cientifica disponible y hacerse sélo después de un cuida-
doso analisis de riesgos, con la intencién de mantener la confianza de!

consumidor en los productos que no pueden estar totalmente libres de
Listeria.

IV. Recomendaciones a la industria de alimentos.
Planteamiento de objetivos.

1. A corto plazo:

a) Asegurar la inocuidad de los alimentos.
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D) Reducir o eliminar, donde tecnoldgicamente sea posible, la
contaminacién por L. monocytogenes en los alimentos de la
categoria 3.
<) Con oportunidad elevar la educacién, adiestramiento y prevencion
en {a industria alimenticia.
2. A mediano plazo:
a) Reevaluar o verificar continuamente los procedimientos HACCP para
asegurar la inocuidad de fos alimentos procesados.
3. A largo plazo:

a) Superar el problema de L. monocytogenes en aquellos alimentos que no
fueron sujetos a tratamientos listericidas (por ejemplo los de Ila
categoria 2) pero que previamente se han aceptado como seguros.

b) Extender la educacion y el adiestramiento a otras areas de la Industria
alimenticia.

V. Recomendaciones especificas a la industria de alimentos.

1. Promover la implementacién del HACCP y asegurar la inocuidad de los

productos alimenticios mediante la educacién y motivacién de todos:

aquelios que trabajan en {a industria alimenticia.
2. Aplicar la estrategia del HACCP para:

a) Identificar patégenos asociados con los materiales crudos y el medio
ambiente de produccion. |

b) Identificacién de fuentes criticas de contaminacién y eliminarlas donde
sea posible.

¢) Identificacion de vehiculos de contaminacién y eliminarlos.

d) Identificar oportunidades de sobrevivencia vy desarrolio de

microorganismos indeseables en el medioambiente de las fabricas y en
los productos.

Control en plantas de lacteos
Muchos de los problemas de contaminaciéon del producto final con

Listeria han sido por contaminacion postproceso (Farber y Peterkin, 1991).
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Afortunadamente existen practicas que ayudan a reducir la posibilidad de que
los alimentos se contaminen con L. monocytogenes. El primer paso consiste
en reduch"'al minimo la contaminacion existente en granjas, verificar la salud
de las vacas, que el alimento ensilado tenga un pH igual o menor a 5.0.
Todas las superficies en contacto con la leche deberdn ser higienizadas justo
antes de su uso y ademas llevar un buen control de los insectos. Para
controlar L. monocytogenes en las plantas procesadoras deben implementarse
buenas practicas de saneamiento, Listeria puede encontrarse en |0s
abastecimientos de agua sin clorar, en la tina de limpiado, en las patas
huecas del equipo, sobre estructuras, refrigeradores, transportadores, en la
superficie de ingredientes asi como en las charolas de acero inoxidable. Los
desinfectantes cominmente usados en las plantas de alimentos (cloro, acidos
anionicos, ioddforos y compuestos cuaternarios de amonio)} son efectivos
contra Listeria, pero sdlo cuando se aplican sobre las superficies limpias. Ya
que algunos detergentes neutralizan 10s compuestos cuaternarios de amonio;
antes de desinfectar las areas, éstas deben enjugarse con cloro. Los pisos y
rejillas del drenaje son la fuente principal de Listeria en las plantas de
lacteos y de otros alimentos; de aqui que no deberad de haber rejillas cerca
del area de llenado y empaque, los articulos que absorben el agua (trapos,
esponjas, etc.) no deben de usarse para limpiar, ya que pueden albergar este
patégeno. Los materiales porosos (madera, etc.) pueden albergar Listeria, por
lo que deben usarse materiales impermeables (azulejo, metal y concreto).
Deben evitarse los aerosoles provocados por mangueras de alta presion,
bombas y.formac'fc')n de condensados. Los sistemas de aire acondicionado,
calefactores _yrventilacién, pueden ser vehiculos para que el alimento se
contamine, por lo que deben de estar sujetos a un mantenimiento adecuado.
Para lograr una correcta pasteurizacién, los tanques basteurizados deben
estar equipados con termometros y con calentadores de espacio de aire, para
mantener la temperatura de este lugar arriba de 2.8 °C (5 °F) de la tempe-

ratura minima de pasteurizacion. Las placas del pasteurizador de Alta
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Temperatura en Corto Tiempo, deben examinarse para-detectar grietas por
presién, pequefios agujeros, etcétera. La clarificacién y remocién de los
leucocitos y otras células debera hacerse antes de la pasteurizacion para
remover la mayoria de las listerias intracelulares (y en consecuencia mas
resistentes al calor). Los sistemas de enfriamiento tanto de agua como por
glicol deben de ser examinadas para evitar una posible contaminacion. Las
operaciones de reproceso o de alivio son procedimientos muy riesgosos. Los
productos que se hayan descartado de la fabrica de lacteos no deberan
regresarse y ser repasteurizados (Pearson y Marth, 1990).

Practicas del personal (NACMCF, 1991).

El personal puede ser una importante fuente de contaminacién a los
productos. Las personas se contaminan por productos alimenticios crudos o
por fuentes indirectas en su medio ambiente inmediato de operacion. Todas
las plantas deben implementar las siguientes actividades con sus
trabajadores.

s« Educar a todo el personal en relacion a los programas de Buenas
Practicas de Manufactura (GMP) y HACCP y de sus responsabilidades
individuales para sequir las practicas sanitarias.

e Proporcionar una constante retroalimentacion y enfocar la supervision
sobre los programas de GMP y HACCP Involucrar al personal de linea
para unificar esfuerzos y mejorar las practicas de saneamiento.

« Utilizar toda la tecnologia disponible para ayudar a que el personal esté
enterado y mantenga las condiciones sanitarias tales como:

a. Tapetes sanitarios y recipientes p/desinfeccion de manos.

b. Guantes/malla, cubrepelo, batas/mandiles.

c. Separar los productos sanitarios en contacto con los trabajadores y

el personal no sanitario y prohibir el contacto entre estas areas

incluyendo equipo, trabajadores, personal de supervision e
inspectores.




57

e Eiiminar las fuentes de contaminacién del medio ambiente de los
productos "listos para comer".
» Proporcionar adiestramiento y supervisibn para ayudar a los
trabajadores a mantener las practicas sanitarias.
s Proporcionar asesoria de apoyo para los programas de GMP y HACCP.
En paises desarrollados como los EUA, a pesar de haber realizado los
mejores esfuerzos, la industria de alimentos no ha sido capaz de eliminar
totalmente a L. monocytogenes de los alimentos cocinados. Estudios
realizados entre 1987 y 1990 indicaron que se hizo una mejora substancial en
la incidencia total en muchas categorias de alimentos. Pero ain continGa el
debate acerca de la capacidad para eliminar completamente el
microorganismo de la cadena alimenticia utilizando la tecnologia actuaimente
disponible ya que la eliminacion completa de L. monocytogenes durante la
produccion de la mayoria de los alimentos refrigerados no es completamente
segura, el control de otras dareas de la cadena alimenticia estd
considerandose. Es necesario que se preparen y distribuyan programas
educativos orientados a todos los consumidores especialmente a aquelias
personas consideradas susceptibles a la enfermedad. Los manejadores de
alimentos comerciales necesitan enterarse de su papel en el control de L
monocytogenes y la seguridad de los alimentos. El adiestramiento y las
medidas de control req'uerirén implementaciones adecuadas para asegurar su
utilizacion. Toda la tecnologia que indica abuso de terhperatura, previene el
desarrollo bacteriano o elimina la contaminacion, puede traer mejoramiento
posterior en el control total del organismo. El sistema de HACCP proporciona
una via para incorporar nuevas tecnologias para mejorar su completa
efectividad total (NACMCF, 1991).
El queso Adobera

El queso Adobera al parecer tiene décadas de existencia, y aun
posiblemente siglos. Es un queso tipico mexicano, una verdadera creacion

nacional, que es elaborado y altamente apreciado no solamente en el estado
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de Jalisco (de donde probablemente es oriundo) si no de otros estados del
pais como Guadalajara, Zacatecas e Hidalgo. Es un queso elaborado con leche
cruda de vaca, fresco o ligeramente afiejado, de pasta blanda, acidificado por
la microflora natural de la leche y prensado ligeramente. Dado su pH Ultimo
bajo de alrededor de 5.2, se comporta como los quesos de pasta hilada
(filata), fundiendose facilmente al aplicarle calor. De alguna forma este queso
recuerda el tipico queso de pasta filata Italiana, el Mozzarella. Se presenta en
el mercado en prismas rectangulares {de ahi su nombre, que recuerda al
“adobe” para construccion) con dos presentaciones: una con un peso de 500
gr y la otra con uno de 1 kg., aproximadamente; la segunda corresponde a un
prisma de producto de alrededor de 15 x10 x 5 (6 6) cm. Este formato es mas
comun qgue el pequefio. El Adobera muestra un color blanco o ligeramente
amariliento, una pasta un tanto granulada (aunque fina) facitmente tajable.
Cuando esta muy oreado o ligeramente afiejado, la pasta se torna muy friable
(desmenuzable facilmente). El color esta influenciado por la riqueza en grasa
de la leche con que se elabora; si ésta es ligeramente descremada o
semidescreMada el color del producto es mas blanco que si se emplea leche
entera. También depende de la época del afio (época de lluvias 0 de sequia),
ya que ésta influye sobre el tipo de forraje que consumen las vacas y éste en
el color (por la presencia de carotenoides). Un analisis bromatoldgico grueso
de este queso arrojé la siguiente composicion: porcentaje de agua, solidos
totales, grasa, proteinas y cenizas de 47.0, 53.0, 22.5, 23.4, 3.4
respectivamente, asi como un pH de 5.1. Unos pasos interesantes durante el
proceso de e!aboraci‘én de este queso son: A) El trabajo del grano, mas bien
corto (alrededor de 10 min) por lo que el secado de la pasta se efectla por
sinéresis. B) La chedarizacién (acidificacion en masa) de la pasta, que dura
varias horas, hasta un pH debajo de 5.5. C). El desmenuzado, molido fino y
salado en masa. C) El moldeado en moldes de madera prismatico-
rectangulares. D) El prensado prolongado de la pasta (entre 7 y 24 horas). Si
se redefiniera, se diria que el Adobera es en realidad un queso fresco de
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pasta chedarizada mblida, no amasada en caliente ni hilada. Debido al
prolongado tiempo empleado para chedarizar la pasta, el método tradicional
para elaborar este queso puede ser objetable desde el punto de vista
sanitario, ya que si la microflora acidificante en la cuajada no es numerosa y
activa, entonces la multiplicacién de coliformes toma lugar produciéndose'
gases y entrafiando un peligro potencial por la microflora patdgena
presumibiemente asociada a éstos. Por [0 anterior seria deseable acortar el
tiempo de acidificacion de la masa, premolido y salado, lo cual podria
lograrse empleando un cultivo lactico, un serofermento o en todo caso, un
“inoculo” de leche previamente acidificada (Villegas, 1993).




3. JUSTIFICACION




3. JUSTIFICACION

1. Los brotes y casos de listeriosis asociados al consumo de
alimentos, reportados en varios paises durante los afios ochenta,
permitieron reconocer a L. monocytogenes como un patdgeno
vehiculizado por alimentos y de gran importancia en Salud Publica.
. Diversos alimentos, entre los que destacan los guesos blandos,
han sido sujetos de investigacion por su frecuente participacion en
ios brotes de listeriosis.

. Estudios realizados en Guadalajara, México, en quesos frescos no
pasteurizados que se expenden en mercados, de amplio consumo
popular vy elaborados artesanalmente mostraron que L,
monocytogenes frecuentemente se encuentra contaminando estos
productos, con tasas que sobrepasan significativamente las
reportadas en otros paises para productos similares.

. L. monocytogenes ha sido capaz de multiplicarse durante la
fabricacién y el almacenamiento en refrigeracion por 21 dias en
~queso panela inoculado artificiaimente.

. Conocer la participacion del queso fresco Adobera como vehiculo
de L. monocytogenes, (_:ontribuiré al  conocimiento de la
epidemiologia de la listeriosis en el pais.

. La informacién resuitante apoyara la aplicaciéh de la Norma Oficial
Mexicana en lo referente al Control Sanitario de los quesos y la
- presencia de L. monocytogenes.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

I.

II.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la participacion del queso fresco Adobera como vehiculo de
Listeria  mediante la determinacién de su frecuencia, nivel de
contaminacion y comportamiento en e! producto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

. Determinar la frecuencia de Listeria monocytogenes y otras especies de

Listerfa en queso fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada que

se expende en tiendas autoservicio de la zona metropolitana de
Guadalajara.

. Conocer el nivel de contaminacion por Listeria en el queso fresco

Adobera que resulte positivo a la presencia del microorganismo.

. Determinar el potencial de una cepa nativa de L. monocytogenes para

sobrevivir y/o multiplicarse durante la elaboracién y almacenamiento
del queso fresco Adobera inoculado.

. Detectar los cambios que se presentan en la flora lactica, pH y la acidez

titulable, durante la fabricacidon y almacenamiento del queso Adobera
inoculado con L. monocytogenes.
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HIPOTESIS

Argumentacion:

d.

Listeria es un microorganismo ampliamente diseminado en el medio
ambiente.

L. monocytogenes es un psicrotrofo capaz de sobrevivir y aln
multiplicarse en una variedad de productos acteos.

En los paises desarrollados aln con las condiciones higiénicas de
manejo de lacteos con que cuentan, la leche cruda y los derivados

lacteos con frecuencia se encuentran contaminados con el
microorganismo.

. En nuestro pais las condiciones de obtencién, procesamiento,

almacenamiento, transporte y comercializacion de los productos

lacteos, en particular de los quesos blandos, favorecen su
contaminacién con este patdégeno. |

Por tanto se plantean las siguientes hipdtesis:

1. La frecuencia y cantidad de Listeria en el queso fresco Adobera que
se expende en tiendas de autoservicio de la Zona Metropolitana de
Guadalajara (ZMG), es mayor que la reportada en los paises
desarrollados para los quesos blandos.

2. En el queso fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada e
inoculado en el laboratorio, L. monocytogenes posee el potencial

para sobrevivir y/o desarroliar el tiempo suficiente para implicar un
riesgo a la salud.
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5. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizd en el Laboratorio de Microbiologia Alimentaria del
Departamento de Salud Pdblica del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas
y Agropecuarias de |la Universidad de Guadalajara.

Etapas:
1. Frecuencia de Listeria monocytogenes y otras especies de Listeria en
queso fresco Adobera elaborado coh leche pasteurizada que se expende

en tiendas de autoservicio.

2. Nivel de contaminacion por Listeria en el queso Adobera positivo a la
presencia del microorganismo.

3. Comportamiento de una cepa nativa de L. monocytogenes y cambios
concurrentes en la flora lactica, pH y la acidez titulable durante la
fabricacion y el almacenamiento del queso Adobera.

Etapa 1.- Frecuencia de Listeria monocytogenes y otras especies de

Listeria en quesc fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada

que se expende en tiendas de autoservicio.

Muestreo

Con base en un muestreo probabilistico aleatorio, se estudiaron muestras de

quesc fresco Adobera, elaborado con leche pasteurizada, que se expenden en
tiendas de autoservicio de la ZMG.,

Determinacion del tamaiio de muestra

Universo: Los 202 expendios de queso de tiendas de autoservicio de la ZMG.
Muestras: Queso fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada.

Disefio de la muestra:

Marco muestral: Las 8 principales cadenas de tiendas de autoservicios de Ia
ZMG que cuentan con departamento de lacteos.

- Tamafio de la muestra: Se utj!izé Ia siguiente férmula para estimar

prevalencia con una precision del 95 % (Garcia de Alba, 1995).

= _ 4pgN
" (d)2N-+4

+4qp




Donde:
p=% de contaminacion probable = 17 %
q= 1-P
N= numero total de expendios de queso = 202
d= nivel de significancia = ¢.05
n = tamafo de la muestra
n = 4(0.17) (0.83) (202) = 114.00 = 106.60

(0.05)? (202)+4(0.17)(0.83) 1.0694
Seleccion de las muestras

Las muestras se seleccionaron una vez que se clasifico la distribucion de
las marcas del queso a estudiar, segln-su presencia en los sitios de
‘muestreo (Cuadro 11). Se incluyeron 8 de las mas importantes cadenas
de tiendas de autoservicios de la ZMG. La ciave, el nimero de tiendas
(segln datos del padrdn de licencias de los ayuntamientos), asi como la
cantidad de muestras asignadas a cada cadena fue como sigue: A; 106 y
26,B; 65y 20,C; 14y 16,D; 7y 19, E; 3y 14, F; 4y 8, G; 2y 2 y el
H:;1 vy 1, respectivamente,

Se recolectaron durante su venta, piezas enteras de queso
Adobera (de aproximadamente un kilo), se transportaron en
refrigeracidn al laboratorio y se procesaron dentro de las tres horas
siguientes a su obtencidén. La porcion de queso a analizar se obtuvo
mediante el corte de rebanadas tipo pastel con el fin de incluir tanto los

exteriores como el interior del alimento.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Listeria
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Basicamente se utilizé el procedimiento recomendado por la Administracion

de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Figura 3)

(Donnely, 1999; Hitchins, 199%), gue incluye un enriquecimiento en Caldo

Enriquecimiento Listeria (CEL), aislamiento en dos medios; Agar Oxford (OXA)

y en Agar cloruro de litio-feniletanol-moxalactam (LP'M) con o sin esculina y

fierro (Fe**) o PALCAM, e identificacién bioguimica de género y especies.




Cuadro 11. Distribucion del queso adobera estudiado segun presancia en los sitios de muestreo

No. DE MUESTRAS

CATEGORIAS - No. DE MARCAS ESTUDIADAS POR | TOTAL
POR MARCAS ESTUDIADAS MARCA ESTUDIADAS
D:STQ!‘EE@ON 3 9-11 | 30
DISTTQ?&%ON | 8 4-6 42
DISTg%}SCION 13 -3 34
TOTAL 24 | 106

89
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25goml 69

¥

| 225 ml Caldo Enriquecimiento Listeria (CEL) |

¥

| HOMOGENEIZAR / 2 min |

¥

| INCUBAR 30 °C/4h |

¥

Adicionar-los agentes selectivos
Acriffavina, ac. Nalidixico y cicloheximida

¥ A4
20 h 30°C 44030°C

1( J

| 10 microlitros I

OXA y LPM

{con o sin
esculina/Fex)

Az \Z ¥
35°C 30°C 35°C
24,48 h 24,48 h 24,48 h

v

EXAMINAR A SIMPLE VISTA O
POR ILUMINACION DE HENRY (LM}

!

l COLONIAS TIPICAS l

v

Agar Soya Tripticasa-Extracto de Levadura (ASTEL)

30°C/48 h

\

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

PALCAM

Figura 3. Procedimiento FDA para aislamiento de L. monocyfogenes
de alimentos (Donnely, 1999, Hitchins, 1995)
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Cabe sefialar que en este estudio ios medios de aistamiento empleados fueron
el LPM y el MOX (Medio de Oxford Modificado), el OXA se sustituy6 por el
MOX por ser éste Gltimo mas econdmico, de mas sencilla preparacion y
ademas mas selectivo que el LPM y OXA (Donnely, 1999). Ademas de las
pruehas de identificacion sefialadas en el procedimiento FDA, en este estudio

se incluyc‘_erron otras pruebas adicionales recomendas por otros autores
(Lovett, 1989b).

A. ENRIQUECIMIENTO

Se transfieren 25 gr o ml de muestra a 225 ml de CEL, se homogeni.za
en licuadora o agitador de paletas (Stomacher) por 2 minutos y se incuba a
30 °C por dos dias en un matraz o frasco de 500 ml con rosca o incluso en la
misma bolsa en que se homogenizo. Se recomienda que la muestra sea
homogenizada en el CEL sin inhibidores y se incube por 4 h a 30 °C en esa
condicion. Cumplido el tiempo, se afiaden los agentes selectivos al CEL y se
prolonga el tiempo de incubacion 44 h mas (Figura 3).

B. AISLAMIENTO. _

A las 24 y 48 horas de incubacion del CEL, se siembran por estria
superficial 10 microlitros del cultivo en las placas (en este caso MOX y LPM)
las cuales se incuban a 35 °C y 30 °C , respectivamente, por 48 h (Figura 3).

En LPM las colonias sospechosas a Listeria, a simple vista generalmente
son translicidas con apariencia de gota de rocio, pudiendo observarse incluso
de color bianco. La seleccion se hace utilizando la técnica de transiluminacién
oblicua de Henry (Iluminacion de Henry) que se ilustra en la figura 4.
Mediante esta técnica, las colonias sospechosas se observan grises con
aspecto de vidrio despulido y un briHQ azulado tipico o de color blanco. En
MOX, las colonias sospechosas presentan 2-3 mm de diametro, coloracion
gris-negra con un halo de precipitacion café obscuro-negro (complejo fierro-
fenolico de la esculina mas iénes férricos) y centro hundido. Se recomienda
usar cultivos control, positivo y negativo a L. monocytogenes para facilitar su

identificacion. Cinco o mas colonias tipicas por placa, se pasan a placas de
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Agar Soya Tripticaseina con Extracto de Levadura (ASTEL) para checar

pureza. Las placas se incuban a 30 °C por 24-48 h o hasta observar un
desarrollo satisfactorio.

C. IDENTIFICACION.

A partir de ASTEL se realizan las pruebas de catalasa, gram, morfologia
microscopica, hemdalisis y CAMP. Con una colonia tipica en ASTEL se siembra
un tubo con Caldo de Soya Tripticaseina con Extracto de Levadura (CSTEL),
se incuba a 30 °C por 24 h. Este Ultimo se emplea como indculo de las
pruebas restantes (Figura 5). La mayoria de las pruebas se realizaron segin
los procedimientos recomendados por  MacFaddin (1980), por lo que sdlo se
mencionardn aspectos especificos de algunas de las pruebas empleadas.

A partir del CSTEL incubado a 30 °C se realiza la prueba de movilidad
en fresco, observandola de preferencia en un microscopio de contraste de
fases, la prueba es positiva cuando el movimiento es en forma de tumbos ¢
rotatorio. |

En la determinacién del gram, por razones practicas, se utilizd Ia
prueba de.hidrdoxido de potasio (Baron y Finegold, 1990), que consiste en
tomar una colonia con el asa y emuisionarla con agitacién continua por 60
segundos sobre una gota de KOH al 3% colocada préviamente sobre un
portaobjetos. El cultivo es gram-negativo cuando al separar suavemente el
asa del portaobjetos se observa la formacion de un hilo viSC0so, en caso
contrario el cultivo es gram-positivo.

ta morfologia microscopica se determina mediante tincién simple

con cristal violeta, y observacion microscépica con objetivo de inmersion.
| En la prueba de hemélisis se utiliza el medio en placa de ASTEL
adicionado de sangre de ovino al! 7% (ASTELSQ). Se inocula por estria y
picadura, y se incluyen controles positivos (L. monocytogenes y L. ivanovii) y
control negativo (L. /nnocua), se incuba a 35 °C por 48 h.

La prueba de CAMP se realiza en ASTELSO y se empiea
Staphylococcus aureus B hemolitico y Rhodococcus equi que son sembrados
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION

v

ILUMINACION DE HENRY (+)

v | ¥

CST-EL
GRAM + 35°C/24h
MORFOLOGIA MICROSCOPICA MANTENER A 4°C/VARIOS DIAS
COMO INOCULO
CATALASA v
MOVILIDAD MICROQSCOPICA MOVILIDAD EN SiM
REDUCCION DE NITRATOS (opcional)
HEMOLISIS PRUEBAS DE FERMENTACION:
. GLUCOSA
CAMP ESCULINA
MALTOSA
MANITOL
RAMNOSA
XILOSA

HIDRCLISIS DE HIPURATO*
HIDROLISIS DE LA UREA*
ROJO DE METIL.O*

VOGES PROSKAUER*
H,S EN TSI

Figura 5. Identificacién de Listeria (Hitchins, 1995; Lovett, 1989b)
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sobre la placa en lineas paralelas separadas aproximadamente 5 tm uno del
otro; las cepas sospechosas de Listeria se siembran en la parte media
formando angulos rectos, pero sin tocar las lineas de cultivos de S. aureus y
R. equi (aproximadamente 5 mm de separacion). Se incuban a 35 °C por 24-
48 h. La hemdlisis se observa aumentada en la proximidad de S. aureus con
L. monocytogenes y L. seeligeri y en la cercania con R. equi, L. ivanovii
forma, en la zona de hemdlisis, una especie de punta de flecha (Figura 6).

La prueba de hidroélisis de urea se realiza en medio de agar urea en
tubo, pero por razones practicas y economicas puede hacerse en placa. Se
inocula por estria superficial y se incuba a 35 °C por 5 dias, observandose
diariamente.

La prueba de reduccion de nitratos a nitritos se realiza en caldo
nitrato, se incuba a 35 °C por 5 dias y entonces se agregan los reactivos, en
caso negativo se agrega zinc en polvo y se deja reposar una hora.

Movilidad en SIM. El medio se inocula por picadura a 5 mm de
profundidad y se incuba por 7 dias a 22 °C o a temperatura ambiente,
observar diariamente para detectar la movilidad tipica en sombrilla.

Rojo de Metilo-Voges Proskauer. Estas pruebas se realizan en tubos
separados de caldo MR-VP para evitar escurrimientos del cultivo. El caldo MR-
VP para la prueba de Voges Proskauer se incuba a 35 °C por 4 dias, y el
MRVP para Rojo de Metilo se incuba a 35 °C por 2 dias, y entonces se
agregan los reactivos.

H,S en TSI. El TSI se incuba a 35 °C pdr 5 dias y se observa si hay
desarrolo y ennegrecimiento.

Hidrolisis de hipurato de sodio. Se transfieren 0.4 mi del medio de
hipurato de sodio al 1% a un tubo estéril, con el asa se s'!embra una cantidad
de indculo suficiente para observar turbiedad y se incuba a 35 °C en bafio
Maria por 2 h, Se agregan 5 gotas de reactivo de Ninhidrina (no de agita) y
se continGa incubando por'10 minutos mas. La presencia de un color azul

indigo indica una prueba positiva. Reportar inmediatamente.
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Fermentacion de carbohidratos. Se emplea el medio de agar base
purpura de bromocresol adicionado del carbohidrato de prueba (0.5 %). Los
tubos o placas ya inoculados se incuban a 35 °C por 7 dias, observandose
diariamente. La reaccion es positiva cuando se observa que el medio vira de
purpura a amarillo. _

Los resultados de las pruebas se comparan con el esquema de
identificacidn de especies de Listeria (Cuadros 12 y 13).

ETAPA 2.- Nivel de contaminacién por Listeria en el queso Adobera
positivo a la presencia del pa‘tégeno.

Todas la muestras de queso que estaban en proceso de determinarse si
contenian o no Listeria, se mantuvieron en refrigeraciéon a 4 °C. A las
muestras que resultaron positivas se les determind el nivel de contaminacion
con el patogeno. Esta determinacidn se realizd dentro de la misma semana
del muestreo del queso y se realizd mediante recuentos por la Técnica de
Siembra Directa.en Placa, en el medio de Oxford Modificado (Figura 7). Se
utilizé 10 g de muestra (queso positivo) en 90 ml de diluyente de peptona al
0.1 % a 43 °C, se homogeneizd por dos minutos en un agitador de paletas
(Stomacher 400 marca Seward), se hicieron dos diluciones subsecuentes y
0.1 ml de cada dilucidn se inoculé en medio de Oxford Modificado por
duplicado y se sembrd por superficie. Las placas se incubaron a 35 °C por 48
horas, y se procedié a contar todas las colonias tipicas de Listeria que
presentaron las siguientes caracteristicas: colonias negras con un halo negro,
algunas colonias presentan un tono café obscuro que se define bien a los
siete dias de incubacion.

Una colonia por placa fue transferida a ASTEL inclinado e incubado a 35
°C por 24 horas y se almacend a 4 °C para su confirmacion. Las pruebas
confirmatorias incluyeron: catalasa, movilidad tipica en CSTEL, incubado a 21
°C por 24 horas y formacion de colonias caracteristicas cuando de observan
bajo la iluminacion de Henry.




Cuadro 12. Diferenciacion de las especies de Listeria

Especie

Hemdlisis CAMP Reduccion de - Produccion de acido de: Virylencia
(Beta)? nitratos — - {raton)
; Manitei Ramnosa Xilosa
S. aureus R. equi ‘

L. morniocytogenes

L. ivanovii

L. innocua

L. welshimeri

L. seeligeri

L. grayi©

+ +

+ - + - - — + +
—_ —_— —_ — — \b — —
—_— _— — —_— —_ v + —_—
+ + - - - - + _
— ND ND A + \ —_— —_

2. Picadura en agar sangre de ovino

b variable

¢ L grayi incluye las cepas de L. murrayi reductoras de nitratos y ramnosa-variable.

ND: No determinado

Fuente: Hitchins, 1985

LL



Cuadro 13. Diferenciacion de especies de Listeria y organismos relacionados
comunmente referidos como Listeria

Listeria
. PRUEBAS BIOQUIMICAS monocytogenes ivannovi innocua welshimer s_eegen’ grayi murrayi  denitrificans
Dextrosa + + + + + 5 . .
Esculina + + + + + + " +
Maitasa + + + + + + + +
Ramnosa + - WP AV - . v _
Xlosa - + - + + - - +
Manitoi - - - - - + + .
Hidrdlisis de Hipurato + + + + + - - -
Voges-Proskauer + + + + + + T+ .
Rojo de Metilo + + + + + + + +
Beta Hemdlisis + + - - + - . .
Hidrolisis de Urea - - - - - - _ .
Reduccién de Nitratos - - - - - - + +
Catalasa + + + + + + * -
H,S en TSI - - - - - - - -
H,S en tira de acetato de Pb - - - - _ - + + -
Camp (+)/ 8. aureus + - - - + - _ _
camp (+}/ R. Equi - + - - - - - -

a = Reclasificado como Jonesia denitrificans (103A)
VP = Variable

Fuente: Lovett, 1989 b
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Muestra Positiva
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4
90 ml de Diluyente de
peptona 0.1% a 43°C

¥
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v
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7

Medio de Oxford Modificado
(Por duplicado)

A4

Incubar
35°C /48 h
\Z

Recuento de Colonias Tipicas

¥

Confirmacion

Figura 7. Recuento de Listeria por siembra directa en placa
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ETAPA 3.- Comportamiento de una cepa nativa de L. monocytogenesy
cambios ‘concurrentes en la flora lactica, pH y _a(:idez durante la
fabricacion y el almacenamiento de queso Adobera.
Materias primas.
a) Leche entera pasteurizada de vaca, marca “sello rojo” obtenida de los
sitios de venta el mismo dia detl inicio del experimento. |
b) Cuajo liquido, marca "Cuamex *, de Santa Anita, Jal.
c) Cloruro de calcio, J. T. Baker. |
d) Sal de mesa, refinada y yodada, “La Fina”, Mex.
Cultivos microbianos.
L. monocytogenes 1633 aislada de queso adobera de Guadalajaral,
Jalisco.
Cepas control:

Staphylococcus aureus beta hemolitico aislado de un caso de mastitis
bovina.

L. monocytogenes California (CA) *, serotipo 4B, aislada de queso tipo
Mexicano. |
monocytogenes V7 *, serotipo 1, aislada de leche,

L.
L, monocytogenes Scott A *, serotipo 4b, aislada de un caso clinico.
L. seeligeri*

L.

fvanovii*
L. innocua*
Rhodococcus equi*
*Cepas proporcionadas por el Profesor Michael P. Doyle del Center for Food
Safety and Quality Enhancement de la Universidad de Georgia, EUA.
Diseiio del experimento.

Para determinar el comportamiento de L. monocytogenes durante la
elaboracion y el almacenamiento del queso adobera, se utilizaron quesos
elaborados en el laboratorio de acuerdo al procedimiento recomendado por
fabricantes de !a region. En la elaboracion del queso, se empled leche
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pasteurizada obtenida en el comercio. La leche se inoculd con la cepa nativa
de L. monocytogenes 1633 (aislada de un queso Adobera de la region) y se
utilizé un nivel de indculo cercano a 2.5 x10% ufc/ml. Antes de inocular
artificialmente la leche, se tomd una muestra para determinar la presencia de
Listeria  (técnica FDA) y otra para la deteccion de inhibidores (Bacillus
stearothermophylus var calidolactis) que en caso de resultar positivas se
invalidaria el experimento. Se realizaron 4 experimentos y en cada uno de
ellos se incluyeron muestras por duplicado de las distintas etapas de la
fabricacion del queso (leche pasteurizada, leche inoculada, suero, cuajada al
corte, acidificado en masa 3 h, 8 h, 12 hy 20 h, prensado 3 h, 8 hy 20 h),
asi como del producto terminado durante su almacenamiento en refrigeracion
(4 °C) por 22 dias (Adobera a los 0, 8, 15y 22 dias respectivamente). Todas
las muestras se sometieron a las siguientes determinaciones: recuento de L.
monocytogenes, recuento de bacterias lacticas, pH y acidez (Figura 8).

En el queso Adobera, las muestras se obtuvieron por corte de

rebanadas tipo pastel, con el fin de obtener muestra de los extremos asi
como del interior del queso.

Elaboracion del quéso Adobera.

En cada experimento se utilizaron aproximadamente 16 litros de leche y -
se fabricaron 2 Adoberas de aproximadamente 0.8 2 1 kg c/u, una se empled
en las -determinaciones durante su fabricacion, y la otra durante Ia
refrigeracion por 22 dias a 4 °C.

El queso Adobera se elaboré de acuerdo al procedimiento recomendado
por los productores de la regidn y consistid en: calentar la leche a 40 °C,
adicionar y mezclar 0.3 g de cloruro de calcio por litro de leche y 0.2 m! de
cuajo comercial disueltos previamente en 20 ml de agua destilada, dejar
reposar 1 hora, cortar la cuajada suavemente haciendo un cuadriculado de
aproximadamente 1 cm?, reposar para asentar el grano 5 minutos, trabajo d'el

grano (agitado ligero) 5 min, desuerado (retiro del suero sobrenadante),
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1 = Determinaciones por duplicado de 4 experimentos, 2 = No recuento de lacticos, E = Recuento de
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boiseado (para desuerar), chedarizado, molido, salado, prensado,
desmoldeado, oreado y empaquetado (Cuadro 14).
Preparacion y adicion del inéculo.

La preparacion del indculo se realizd de acuerdo al procedimiento
sefialado por Buazzi et al. (1992), y se describe en la figura 9, se realizaron
los cdlculos pertinentes con el fin de obtener 2.5x10* ufc/ml de leche
inoculada.

Adicion del indculo: El volumen del indculo previamente homogenizado
en vortex por aproximadamente 1 minuto, se transfirid con un pipeteador
automatico a un matraz con 500 ml de leche pasteurizada v a 40 °C, se

mezcld por agitacion y se adiciond lentamente al resto de los 16,000 mi de
leche.

Recuentos microbianos. |
Todas las muestras se procesaron por duplicado. Las muestras (25 g o
ml) de leche pasteurizada, leche inoculada y suero a diluciones adecuadas en
diluyente de peptona al 0.1 % (225 ml se usaron en la primera diluciéon y 10
ml en las subsecuentes) previamente mantenido en bafio Maria a 43 °C,
fueron sembradas directamente, mientras que las muestras de cuajada vy
queso previamente se homogenizaron en Stornacher con el diluyente durante

dos minutos.

Una misma dilucidon en cada muestra se utilizd para realizar los
diferentes recuentos.

a) Recuento de_L. monocylogenes,

Se empled la técnica de Siembra Directa en Placa (Fernandez, 1981). El
medio de aislamiento fue el agar Vogel Johnson modificado (VIM) (Buchanan
et al., 1987), adicionado de telurito de potasio, moxalactam, acido nalidixico
y bacitracina, que a su vez fue modificado en nuestro estudio con el p.ropc')sito
de ajustarlo en lo referente a la- concentracion de inhibidores, tal como lo
recomiendan algunos autores (Buchanan et a/.,, 1987). Finalmente el medio se

empled con una reduccion al 50 % en la concentracion de los Gltimos 3 inhibi -




Cuadro 14. Programa de elaboracién del queso adobera

TEMPERATURA
ETAPA TEMPO AMBIENTAL
Primer dia
Compra de leche pasteurizada 07:30 a.m. 10°C
Recepcién de leche en el Lab. 08:15 a.m. 18°C
Calentar la leche a 40°C 12:30 p.m. 20°C
Adicion de L. monocytogenes 01:00 p.m. 20°C
Adicion de cloruro de calcio 01:05 p.m. 21°C
Adicién de cuajo 01:1G p.m. 21°C
Corte de cuajada 02:00 p.m. 22°C
Asentado 02:10 p.m. - 23°C
Trabajo de grano 02:20 p.m. 23°C
Desuerado 02:30 p.m. 25°C
Bolseado 03:00 p.m. 27°C
Acidificado (4° C) 03:30 p.m. 28°C
Segundo dia
Molido (desmenuzado) 11:30 a.m. 18°C
Salado 12:00 p.m. 19°C
Moldeado 12:30 p.m. 20°C
Prensado 01:00 p.m. 21°C
_ Tercer dia
Desmoldeado y oreado 09:00 a.m. 18°C
Enwoitura 01:00 p.m. 21°C
Refrigeracion del producto terminado 22°C

01:15 p.m.

t8
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dores ademas de la adicion de tween 80 al 0.4 % seqgln lo propone Smith y
Buchanan (1990). Las placas se incubaron a 30 °C por 48 horas, y se proce-
di6 a contar todas las colonias tipicas de Listeria que presentaron las
siguientes caracteristicas: completamente negras (telurito positivas), sobre un
fondo rojo (manitol negativas), brillantes, convexas, de 2 a 5 mm de
diametro. Una colonia por muestra de la placa con fa mas alta dilucion fue
transferida a ASTEL inclinado e incubado a 35 °C por 24 horas y se almacend
a 4 °C para su confirmacion. Las pruebas confirmatorias incluyeron: catalasa,
movilidad ffbica en CSTEL, incubado por 24 h a 21 °C y formacion de colonias
caracteristicas cuando se observan bajo la iluminacién de Henry (Figura 10).
b) Recuento de bacterias lacticas. |

Se utilizd la técnica de Siembra Directa en placa (Fernandez, 1981). 0.1
ml de cada dilucidn se inoculd por superficie en Agar Actidiona Polimixina
Nitrato (APN) (Davidson y Cronin, 1973), las placas se incubaron a 30 °C
durante 72 horas. Ya que seqln {os autores del medio APN, en los productos
lacteos por lo menos, mas del 98 % de las colonias en este medio pertenecen
a bacterias Iécticas,' se procedid a contar y reportar como tales.
Determinacion de pH y acidez titulable.
pH.

Se utilizé un potenciometro digital marca Ingold modelo 9023004. La
medicion se realizd por duplicado de muestra en 20 g o ml. En la
homogenizacion de las muestras sdlidas se empled agua destilada recién
ebullida y a temperatura ambiente,

Acidez.

La acidez expresada en porciento de acido lactico se determind segun
Bradley et a/. (1992), mediante titulacion en muestras por duplicado de 18 g
cada una adicionadas de 36 ml de agua destilada, hervida y enfriada. Como
solucién indicadora se adiciond 0.5 ml de fenolftaleina y se tituld con
hidroxido de sodio al 0.1 N, hasta que el primer color permanente cambie a
rosa 30 segundos. Se registré el volumen de solucién tituladora gastado.
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Figura 10. Recuento de Lisferia monocytogenes por siembra directa en placa
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En la obtencién de datos se utilizd Ia siguiente férmula:
% ac. lactico = ml gastados NaOH X N(NaQH) X MEQ ac. lactico X 100

gr de muestra

Una vez obtenido el resuitado se procedid a sacar e| promedio del
duplicado.

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Ademas de las practicas estandar recomendadas para un laboratorio de
microbiologia, se tomaron algunas medidas adicionales de seguridad con el
fin de proteger, hasta donde fue posible, al personal participante. Tales
medidas fueron:

Empleo de un incinerador eléctrico para la esterilizacion de las asas

bacterioldgicas. |

Uso de pipeteador automatico o perilla, evitando el riesgo de ingestién

del patogeno o de substancias toxicas como la acriflavina y la

cicloheximida.

Empleo del equipo Stomacher en la homogeneizacion de las muestras.:

Empleo de cubrebocas durante el manejo de cultivos.

Empleo de lentes de proteccion cuando se manejaron cultivos en caldo

o lacteos liquidos contaminados.

Uso de solucion de ioddforo al 5 % en la desinfeccion de superficies y

materiales contaminados |abiles al calor.
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PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO.
ETAPA 1,

Frecuencias de muestras y marcas positivas y negativas: Porcentajes,
Intervalos de Confianza (p<0.05).

Eficacia de medios de aislamiento y tiempos de incubacion: porcentajes de
positividad y de falsos negativos, Intervalos de Confianza (p<0.05).

Rangos de pH en muestras estudiadas y positivas: valores limite, porcentajes
y desviacion estandar.

ETAPA 2.

Niveles de contaminacion de quesos positivos: porcentaje de frecuencias por
niveles, promedio, mediana y limite superior.

ETAPA 3.

Comportamiento de L. monocyt‘ogenes y cambios concurrentes en la flora
lactica pH y acidez.

Se obtuvieron los promedios y las desviaciones estandar de las 4 variables
(Listeria, lacticos, pH y acidez).

Se determind la correlacion entre las cuatro variables, por cada etapa y
tiempos, aplicando ia prueba de Correlacidn lineal (r) de Pearson y se analizd

con el programa estadistico: Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
Versién 7.0 para Windows, SPSS Inc.
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6. RESULTADOS

Etapa 1.- Frecuencia de Listeria monocytogenes y otras especies de
Listeria en queso fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada
que se expende en tiendas de autoservicio.

De las 106 muestras estudiadas se encontré que 41 (38.6 %) resultaron
positivas a Listeria (Figura 11), y de éstas, 17 (16 %) correspondieron a L.
monocytogenes, en tanto que en 30 muestras se aislaron otras especies de
Listeria (Figura 12).

L. innocua se encontrd en 27 (25.4 %) de las muestras, por lo que fue
la especie principalmente recuperada, seguida por L. monocytogenes en 17
(16 %) muestras, ademas se aisld, L. welshimeri, L. seeligeriy L. grayi, en 5
(4.7 %), 4 (3.7 %) y 1 (0.9 %) de las muestras, respectivamente (Figura 13).

La distribucion de los aislamientos de Listeria (Figura 14) revela que en
30 de las muestras se obtuvieron aislamientos Onicos, mientras que los
aislamientos combinados se presentaron en solo 11 casos, L, monocytogenes
se obtuvo como aislamiento (nico en 11 muestras, en las otras 6 se obtuvo
en combinacion con otras especies de Listeria.

La frecuencia de Listeria segin distribucion de las marcas del queso
Adobera en los sitios de muestreo se presenta en el cuadro 15, resaltando el
100 % de marcas positivas para la categoria de alta distribucion y la mayor
frecuencia de muestras positivas 19 (45.2 %) en las marcas de mediana
distribucién. |

De las 24 marcas de queso estudiadas, 15 (62.5 %) marcas resultaron
positivas a Listeria y 10 (41.6 %) a L. monocytogenes (Cuadro 16). La
positividad por marca asi como el porcentaje y el intervalo de confianza (IC),
para Listeriay L. monocytogenes, se presenta también en’el cuadro 16.

Treinta y seis (87.8 %) de los aislamientos se detectaron por el agar
LPM en tanto que sdlo 26 (63.4 %) se obtuvieron por el medio MOX (Cuadro

17). La eficacia de los tiempos de incubacién del CEL también se observa en
el cuadro 17.
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Figura 11. Frecuencia de Listeria en queso fresco adobera que se expende en tiendas de
autoservicio de la zona metropolitana de Guadalajara. Procedimiento FDA (N=106)
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Figura 12. Frecuencia de Lisferia monocytogenes y otras especies de Listeria en queso adobera
gue se expende en tiendas de autoservicio de la zona metropolitana de Guadalajara.
Procedimiento FDA. (N=106)
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tiendas de autoservicio de la zona metropolitana de Guadalajara (N=106)
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Figura 14. Distribucién de aislamientos de Listeria Unicos o combinados a
partir de queso adobera que se expende en tiendas de autoservicio de la
zona metropolitana de Guadalajara (N= 106)
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~ Cuadro 15. Frecuencia de Listeria en queso adobera segun distribucién de marcas en
sitios de muestreo

CATEGORIAS POR

MARCAS

No. DE MARCAS

ESTUDIADAS |
POSITIVAS (%)

No. DE MUESTRAS
ESTUDIADAS POR MARCA

TOTAL ESTUDIADAS
I POSITIVAS (%)

ALTA
DISTRIBUCION

MEDIA
DISTRIBUCION

BAJA
DISTRIBUCION

TOTAL

3/3 (100)

8/5 {82.5)

13/7 (53.8)

24715 {62.5%)

30/13 (43.9)

42719 (45.2)

34/9 (26.4)

106/41 (38.8)
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Cuadro 16. Positividad a Listeria por marcas de queso adobera que se expenden en tiendas de
autoservicio de la ZMG

(N=24)
MARCAS MUESTRAS MUESTRAS POSITIVAS MUESTRAS POSITIVAS
POSITIVAS A ESTUDIADAS POR (%) A L. monocytogenes
Listeria o MARCA A Listeria {1C}~ (%){1C}
1 11 5 (45.4) (+ 9.47) 1(9.0) (£1.55)
2 10 7 {70) (£ 3.98) 5 (50) (= 4.75)
3 9 1(11.1) (£ 1.87) 0
4 3] 4 (B6.8) (x 4.23) 0
5 6 5 (83.3) {x 2.84) 1(16.6) {z 2.63)
7 5 2(40) (+ 4.586) 2 (40) (£ 4.58)
2] 5 4 (80) (£ 3.04) 1 (20) (£ 3.04)
10 5 4 (80) (= 4.22} 3 (60) (= 4.22}
12 3 2 (66.8) (£ 4.23) 1(33.3) (= 4.22;}
15 3 1 (33.3) {z 4.22) o]
16 3 1(33.3) (= 4.22) o]
18 3 2 {(66.8) (+ 4.23 1(33.3) (£4.22)
19 3 1{(33.3)(x 4.22} 1{33.3) (£ 4.22)
20 3 1 (33.3) (= 4.22) ¢]
22 2 1 {50) (£ 4.753) 1 {50) (£ 4.75}
total=15 marcas =62.5% Total 10 marcas =41.8%

* = Intervaios de Confianza {p<0.05)
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Cuadro 17. Eficacia de ios medios de aisiamiento y del tiempo de incubacidon del caldo de
enriguecimiento en la recuperaciéon de Listeria queso fresco tipo adobera (N = 106)

No. DE
No. (%) DE AISLAMIENTOS |
FALSOS
MEDIO DE MUESTRAS POR TIEMPO DE INCUBACION (h) -
- AISLAMIENTO POSITIVAS 24 + 24 - 24 + NEGATIVOS
48 - 45 + 48 + (%) (IC)*
LPM 36 | 5 15 16 5(12.1) ( 6.2)

MOX 26 8 11 7 15 (36.5) (+ 9.16)

LPM= AGAR FENILETANOL-CLORURO DE LITIO-MOXALACTAM
MOX = MEDIO DE OXFORD MODIFICADO
* = Intervalo de conftanza (p < 0.05)
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Los pHs registrados para los quesos estudiados estuvieron entre 4.32 y
6.62, mientras que las muestras positivas presentaron pH minimo de 4.41 y
un maximo de 6.23 (Figura 15).

ETAPA 2.- Nivel de contaminacion por Listeria en queso adobera
positivo a"la presencia de Listeria.

Los niveles de contaminacién con Listeria encontrados en los
quesos estudiados con este fin, oscilaron entre <100 y 3.7 x 10° ufc/g con
una mediana de 200 ufc/g y un promedio de 1.8 x 10* ufc/g (Cuadro 18).
ETAPA 3.- Comportamiento de una cepa nativa de Listeria
monocytogenes y cambios concurrentes en la flora lactica, pH y
acidez durante la elaboracion y almacenamiento del queso Adobera.

Los cuatro lotes de leche pasteurizada, muestreados antes de ser
inoculados con el patégeno, resuitaron negativos a Listeria (técnica FDA) vy a
la prueba de inhibidores (ensayo en disco con Bacillus stearothermophyius
variedad calido/actis). Asimismo, el cuajo resulté libre de Listeria sp. (técnica
FDA). El recuento real del indculo utilizado en los cuatro experimentos fue de
4.30, 4.17, 4.46 y 4.42 log de ufc/m! respectivamente, con un promedio de
4.33 log de ufc/ml.

Los recuentos promedio y la desviacion estandar (DE) de L.
monocytogenes 1633, bacterias lacticas, asi como el pH y [a acidez durante la
elaboracion y el almacenamiento (4 °C) de 4 experimentos de queso Adobera,
se presentan en el cuadro 19. |

Las tendencias en el comportamiento de L. monocytogenes 1633 en los
cuatro experimentos durante la fabricacién se presentan en la figura 16,
mientras que el promedio y la desviacion estandar se muestran en la figura
17. El promedio de recuperacion de la cepa en la leche recien inoculada fue
de 4.5 log (DE + 0.08). L monocytogenes fue escasamente atrapada en la
cuajada con una poblacion promedio de 0.1 (DE + 0.129) log de ufc/g mayor
que |a detectada en la leche recién inoculada. En el suero, la cepa disminuyd
en promedio 1.6 (DE + 0.52) log de ufc/ml en relacién a la cuajada.




Muestras

01 AT Nlestras T T Postivas
Estudiadas 9.8 o a Listeria
84 / - Limite de desarrollo |
p = ' de L. monocytogenes | '
662 .- - en diversos alimentos -
64" 56.7% S 8T A
o 5.0
- ] _
o 4.32
43.3% 10.3% 4.41
4 - R R R R AR LA EE R
ol
0

Figura 15. Rangos de pH y Desviacion Estandar (I) en muestras de queso adobera de tiendas de
autoservicio de la zona metropolitana de Guadalajara estudiadas y positivas a Listeria ( N = 106)
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Cuadro 18. Niveles de contaminacion con Listeria y su frecuencia en queso
pasteurizado tipo adobera

NIVELES DE ufc/g

FRECUENCIA |

%

<100 3 10.7
101-1000 18 64.3
1001-10 000 ) 17.8
10001 -100 000 1 3.6
100001 -1000000 1 3.6
TOTAL 28 100

X =1.8 X10* ufc/g md = 200 ufc/g

Limite superior = 3.7 x 10% ufc/g
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CUADRO 19. Listeria monocytogenes, LACTICQOS, pH Y ACIDEZ EN QUESCO ADOBERA

L. monocytogenes LACTICOS pH acidez
MUESTRA Log (DE)? Log (DE)® {DE) % Ac. lactico (DE)

Leche pasteurizada ND® 3.0 (x0.813) 6.64 (x0.022) 0.1478 (£0.005)
Leche inoculada 4.5 (£0.080)" ND ND ND

Cuajada al corte 4.6 (£0.129) 5.3 (£0.95) 6.60 (£0.018) 0.0905 (20.004)
Suero 2.9 (x0.522) ND 6.46 (+0.066) 0.0919 (+0.005)
Cuajada en acidificacidon 3 h 5.6 (+0.150) 5.8 (x0.129) 6.45 (20.205) 0.1238 (£0.002)
Cuajada en. acidificacién 8 h 5.7 (x0.125) 5.8 (£0.238) 6.44 (+0.219) 0.1385 (+0.026)
Cuajada en acidificacion 12 h 5.8 (20.220) 5.8 (x0.095) 6.31 (£0.159) 0.1784 (£0.013)
Cuajada en acidificacion 20 h 5.8 (x0.173) 5.8 {x0.085) 6.50 (+0.426) . 0.1858 (x0.026)
Cuajada en prensade 3 h 6.2 (x0.191) 8.3 (£0.119) 6.22 (£0.422) 0.2687 (£0.064)
Cuajada en prensado 8 h 6.8 (+0.408) 6.8 (x0.262) 5.94 (£0.393) 0.3053 (£0.041)
Cuajada en prensadeo 20 h 7.5 (£0.081) 7.6 (x0.129) 5.79 (z0.511) 0.4663 (x0.178)
Adobera a 4° 8d 7.6 (£0.221) 8.4 (x0.330) 5.40 (+0.700) 0.6409 (x0.213)
Adaobera a 4° 15d 8.2 (x0.355) 8.6 (x0.369) 5.21 (£0.437) 0.8293 (£0.248)
Adobera a 4° 224 8.0 (=0.100) 8.5 (=0.100) 521 (£0.160) 0.7181 {£0.056)

L monocytogenes 1633 inoculada aproximadamenie 25,000 ufc/mi de leche

2 Desviacion estandar
* No determinado
4 Promedio de 4 experimentos
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Figura 16. Comportamiento de Lisferia monocytogenes 1633 durante la
elaboracién de 4 lotes de queso adobera.
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Durante la acidificacidn en masa de la cuajada, la cantidad promedio de
la cepa a 3, 8, 12y 20 h, se incrementd en el orden de 1.1 (DE + 0.15), 1.2
(DE + 0.125), 1.3 (DE + 0.22) y 1.3 (DE + 0.17) log de ufc/g
respectivamente en relacién a la leche inoculada, mientras que durante el
prensado de la cuajada tal aumento fue de 1.7 (DE + 0.191) y 2.3 (DE +
0.408), hasta alcanzar en el producto terminado 3.1 (DE + 0.081) log de
ufc/g.

Las bacterias lacticas en los 4 experimentos mantuvieron en general el
mismo nivel y tendencia que Listeria a pesar de que se partié con un nivel de
lacticos inferior en 1.5 log en relécién con el nivel de Listeria recuperada en
la leche recién inoculada, resaltando los experimentos 3 y 4 con los mas
bajos niveles. Estas bacterias lacticas alcanzaron en .el producto terminado
7.5, 7.8, 7.6 y 7.7 log de ufc/g respectivamente, mientras que Listeria llegd a
7.7,7.6, 7.6 y 7.5 log de ufc/g respectivamente (Figuras 18, 19, 20 y 21).

En general el pH en los 4 experimentos se comportd de manera similar
disminuyendo lentamente con promedios de 6.64 al inicio, hasta 5.79 en el
producto final, siendo los experimentos 1 y 2 los que presentaron los pHs
mas bajos (Figuras 18, 19, 20 y 21).

La acidez en porciento de acido lactico por experimento se muestra en
las figuras 18, 19, 20 y 21), mientras que la acidez promedio la cual aumentd
progresivamente de 0.147 en la leche sin inocular hasta 0.466 en el producto
terminado (Figura 22),

La prueba estadistica de Correlacidn (r) lineal de Pearson mostrd: a) en
acidificado 'en masa 20 h, correlacion significativa (p <0.05) con valor positivo
entre L. monocytogenes y acidez. Ademas de una r altamente significativa (p
<0.01) a valor positivo entre L. monocytogenes y pH. b) durante el prensado
8 h, resultd una r significativa positiva entre L. .monocytogenes y lacticos, y
correlacion significativa con valor negativo; entre L. monocytogenes y pH, asf
~ como una r altamente significativa entre L. monocytogenes y acidez.
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Figura 20. Listeria, lacticos, acidez y pH durante la eiaboracion de queso adobera
con leche contaminada con Listeria monocytogenes 1633

8071



Experimento 4

9.0 0.350
3 R e R E
"L 0.300
=y 2
T
o
=23
(S
o
[=)]
8
=
@
=
e
= = i
S 3.0 4 e ! —e— [ menocytogenes
3 2 A - 1 0.100
N I . oo o ...._._4 —=—LACTICOS .
10 - 2 pH + 0.050
—2— acidez
0.0 T — T - T T T 0.000
@ @ @ o X N N Y Q <
o & & & o~ N RV O o’ 2 >
& > 3 = L 0 & & b3 P o
> & Ca 2 & & & & & &
5 & g & & N 4 & & (‘5"’%
i 5° o & S & & 8 < Q¢
c",'u\e' \,(Z; C)\} ‘?‘ ‘?9 \?.G‘ '?~\
2
ETAPAS

Figura 21. Listeria, lacticos, acidez y pH durante la elaboracién
de queso adobera con leche contaminada con Listeria monocytogenes 1633
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acidez durante la fabricacion del queso adobera. Cada punto representa el
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Dinamica durante el almacenamiento en refrigeracién del queso
adobera. |

Lisférfa monocytogenes 1633 se multiplicé durante el almacenamiento
del queso Adobera en refrigeracion, resaltando los experimentos 3 y 4 donde
a los 15 dias aumentd a 8.5 log para luego disminuir a los 22 dias a 7.8 y 8.0
log respectivamente (Figura 23), alcanzando finalmente un aumento promedio
de los 4 experimentos de 8.0 (DE + 0.10) log de ufc/g, lo que representd
aumentos de 0.4 y 3.5 log de ufc/g con relacion al queso Adobera al inicio del
almacenamiento (Figura 24) y a la leche recién inoculada, respectivamente
(Figura 30).

Respecto al comportamiento de Ila flora lactica, en los cuatro
experimentos los niveles y tendencias se presentan similares a Listeria
(Figuras 25, 26, 27 y 28). _

l.a tendencia del pH en los cuatro experimentos fue a disminuir
progresivamente a excepcion de los experimentos 1 y 2 a los 22 dias donde
tuvo un ligero aumento (Figura 25, 26, 27 y 28). El pH promedio fue de 5.79
a 5.21 para el tiempo cero y 22 dias, respectivamente (Figura 29).

Durante el almacenamiento del queso Adobera en refrigeracion, la
acidez en los experimentos 3 y 4 mostrd un incremehto progresivo a los 8, 15
y 22 dias de.almacenamiento, mientras que en los experimentos 1 y 2 aungue
tendié a aumentar, el mayor aumento se presentd en el dia 15, para luego
disminuir ligeramente en el dia 22 (Figuras 25, 26, 27, 28 y 29). La tendencia
global de la dinamica de Listeria monocytogenes y los cambios concurrentes
en la flora lactica, pH y acidez durante la fabricacion y almacenamiento del
queso adobera, se presenta en la figura 30.

- La prueba de Correlacion  (r) lineal de Pearson durante el
a!macenarﬁiento en refrigeracion del queso adobera, mostrd a 15 dias, una r
significativa (p <0.05) negativa entre L. monocytogenesy acidez. |
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7. DISCUSION

Etapa 1.- Frecuencia de Listeria monocytogenes y otras especies de
Listeria en queso fresco Adobera elaborado con leche pasteurizada
que se expende en tiendas de autoservicio.

Segun Garzaroli y Rondinini (1992) la identificacion y cuantificacion de
Listeria spp. en quesos blandos frecuentemente es dificil, debido a la
presencia de otros microorganismos, especialmente bacterias acido lacticas
del genero Streptococcus, que pueden desarroliar colonias morfologicamente
similares a las especies de Listeria, y que ademas en algunos casos crecen
sobre las ‘colonias de Listeria. A pesar de esto, en este estudio se encontrd
una elevada positividad global a Listeria (38.6 %) en el queso Adobera
elaborado con leche pasteurizada, 1o que llama la atencion, por ser
ligeramente superiores a las cifras reportadas en Meéxico para quesos
elaborados con leche cruda, 34 y 32 % en queso fresco Panela y Ranchero,
respectivamente, en mercados de Guadalajara (Luis Juan et a/, 1992a; Luis
Juan et al., 1992b) y el 37.6 % en quesos frescos de mercados de Michoacan
(Covarrubias et al., 1999), cabe mencionar que en todos estos estudios se
utilizé una metodologia similar y la misma cantidad de muestra analizada.
Cuando se adquiere un queso e€n una ag_radable y organizada tlenda de
autoservicios, este queso posee una envoltura individual, se encuentra en un
refrigerador, cuenta con la leyenda “elaborado con leche pasteurizada” vy
ademas pertenece a una marca de prestigio, todo esto da la sensacion al
cliente de que estd adquiriendo un producto seguro. Sin embargo, el
resultado aqui obtenido, indica que el problema va mas alld de una simple
apreciacion y que puede deberse a la ubicuidad del germen, a la presencia de
L. monocytogenes como contaminante del medio ambiente de las plantas de
lacteos (Cotton y White., 1992; Cox et a/., 1989b; Klausner y Donnely, 1991;

NACMCF, 1991) y a su capacidad para multiplicarse en refrigeracién, entre
otros. “
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La frecuencia de L. monocytogenes en queso Adobera obtenida en este
trabajo 17 (16 %), resulta similar a la reportada por Covarrubias ét al.
(1999), en queso Panela de leche cruda en mercados de ‘Michoacan y elevada
si la comparamos con el 2% que reportan Vizcaino y Mustre (1992), en
quesos frescos de mercados de Chalco, Estado de México y el 7 % que obtuvo
Galindo et a/. (1996), en queso frescos con marca y de elaboracidon casera en
el Distrito Federal. Por otra parte al comparar nuestros datos con {os
procedentes de paises industri.alizé-dos consignados por diversos autores
qu.ienes reportan incidencias en quesos blandos entre 0.5 y 10.1 % (Beckers
et al., 1987; Farber et al., 1989;' Genilgeorgis, et al,, 1991; Greenwood et a/.,
1991; Massa ef al., 1990; Pini y Gilbert, 1988; Venables, 1989) encontramos
diferencias importantes. Cabe indicar que las comparaciones directas resultan
dificiles, ya que en algunos de los estudios anteriores se utilizaron métodos
diferentes al nuestro, y si bien algunos estudios se realizaron en quesos
elaborados con leche cruda, en su mayoria no se registré el tipo de leche
empleada en el proceso. La baja inddencia sefialada por Vizcaino y Mustre
(1992), plj”éde deberse a que no o.bstante que utilizan una técnica complicada
‘analizan sélo un gramo de muestra, mientras que en este estudio se
emplearon 25 g para el andlisis. La frecuencia de L. monocytogenes aqui
presentada resulta menor en relacion con lo reportado para el queso Panela y
Ranchero (27 y 23 %, respectivamente) de mercados de Guadalajara (Luis
Juan et al.,, 1992a; Luis Juan et al.,, 1992b) y el 23 % en queso ranchero de
mercados de Michoacan (Covarrubias et a/., 1999), asi como el 41.17 % (7
de 17) en queso Frescal de Minas de Rio de Janeiro, Brazil (Da Silva, 1998),
todos estos quesos elaborados con leche cruda.

Probabiemente la alta incidencia de L. monocytogenes encontrada en el
queso Ado.bera, en relacién a-los datos de quesos similares de paises
desarrollados, se deba a que las condiciones higiénicas de obtencién de la
leche, elaboracién_, almacenamiento, distribucion y venta de la mayoria de los

quesos que se expenden en supermercados de la ZMG, difieren enormemente
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de las de aquellos paises. Particularmente con los quesos Adobera, a pesar de
que se elaboran con leche pasteuriz'ada como ya se menciond, es posible la
eventual entrada de [eche contaminada con L/steria a la planta, ya que en un
estudio previo se encontrd que un 7 % de la leche cruda que se expende a
granel en la ciudad de Guadalajara resulté positiva a Listeria (Luisjuan et af.,

1995b), y a nivel internacional se maneja una frecuencia promedio del 2 %

(Farber y Peterkin, 1991). En consecuencia la instalacidn del patdgeno en las

plantas de lacteos, dando como resultado la contaminacion postpasteurizacion

y la posible sobrevivencia y/o muitiplicacion durante el almacenamiento,

incluso durante su venta. La Norma Oficial Mexicana (Secretaria de Salud, -

1994) menciona que “la exhibici'én y venta de los quesos se permite en
locales que tengan las condiciones de higiene y limpieza y que cuenten con
equipo de refrigeracion para conservar'el producto a la temperatura maxima
de 7 °C", y si bieh L. monocytogenes tiene la capacidad de multiplicarse en
refrigeracion, al tiempo del 'muestreo se observd en algunos casos un franco
abuso de temperatura (hasta 12 °C) durante su comercializacién. Los factores
antes mencionados favorecen la contaminacién y desarrollo en estos
productos no sélo de Listeria, sino ademas de otros patégenos.

Existen dos estudios que sobfesalen por su elevada incidencia de L.
monocytogénes en queso (50 % y 87 %), sin embargo, en cada caso todas
las muestras provenian. de una misma fabrica y una de estas donde el queso
se elaboraba con leche cruda de cabra, estaba implicada en un caso de
listeriosis (Farber y Peterkin, 1991; McLauchlin et a/., 1990).

La recuperacion de L. monocytogenes como aislamiento (nico 11 (10.3
%) en este trabajo, fue similar a lo reportado por Luis Juan et a/. (1999), en
requeson (11.3 %) y més alta que lo que reportan Beckers et al. (1987),

(10.14%) y Pini y Gilbert (1988), (7.3 %) en quesos blandos, mientras que

Mc Lauchlin et a/. (1990), reportan un porcentaje mayor (40.8 %) en queso
de cabra, asi como Luis Juan et af/., (1992a) y Luis Juan et al., (1992b)
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también reportan 17 y 16 % para el queso Panela y Ranchero,
- respectivamente.

La frecuencia global de Listeria en este estudio incluyd la presencia de
cinco especies de Listeria, destacando L. innocua en 27 (25.4 %) muestras.
Otros autores encuentran también a L. innocua como la especie distinta del L,
monocytogenes que ha sido aislada con mayor frecuencia a partir de quesos
((Luis Jua% et al.,, 1992a; Luis Juafn' et al, 1992b; McLauchlin et a/., 1990;
Pini y Gilbert, 1988). L. monocytogenes es la Unica especie del género Listeria
considerada como un patdgeno inﬁportante para el humano. Las demas
especies, ya sea nunca o muy raramente han estado relacionadas con la
infeccion, sin embargo, la deteécién_ en alimentos de cualquier especie de
Listeria diferente a L. monocytogenes conlleva un alto riesgo de
contaminacion con L. monocytogenés debido a que la fis'i'ologl'a y el habitat de
las diferentes especies es similar (McLauchlin ef &/, 1990). L. innocua es un
buen indicador de L. monocytogenes:'cuando se buscan fuentes de Listeria la
presencia de ambas especies es iguaimente significativa (Seeliger, 1988).

Es ;:;robabte que los factores mencionados con anterioridad y el mayor
numero de muestras estudiadas bor marca en este estudio, sean la causa del
100 % de positividad a Listeria para la categoria de marcas de queso
Adobera de alta distribucién, y también estos factorés junto con el mayor
numero total de muestras estudiadas, sea la causa de la mayor frecuencia de
muestras positivas en las marcas de mediana distribucion.

El hecho de que la mayoria (15 de 24) de las marcas de queso Adobera
hayan resultado positivas a Listeria, indica que el problema de contaminacion
es generalizado y que radica principalmente en las plantas de lacteos, por lo
que Jlos productores deben implementar buenas practicas higieénicas en la
obtencidn de la leche vy los fabricantes de queso deben tomar conciencia
sobre la importancia de las condiciones sanitarias de las materias primas,
equipo, proceso, medio ambiente y personal en las plantas, con el fin de
ofrecer al consumidor un producto inocuo.
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Respecto a la eficiencia de los medios de aislamiento de Listeria
utilizados, el agar LPM fue superior al medio MOX, ya que el primero detectd
el 87.8 % de los aislamientos, mientras que el MOX condujo a un 36.5 % de
falsos negativos. Esto concuerda con lo reportado por Covarrubias et al.,
(1999), donde el LPM fue superior al MOX, aunque hubo una minima
diferencia (53 y 47 %, respectivamente). Por su parte Westoo et /., (1992),
_sefialan que en su estudio el MOX . fue superior al LPM. No se descarta la
posibilidad de que debido a que nuestro grupo de trabajo ha estado utilizando
por algtn tiempo el LPM para el reconocimiento de las colonias de Listeria,
esto haya infiuenciado los resultados obtenidos. -

En cuanto al tiempo de incubacién del caldo de enriquecimiento, los
resultados indican la importancia de ‘ihtentar el aislamiento en los 2 tiempos.
Independientemente del medio de aislamiento, se producen resultados falsos
negativos cuando sélo se emplea un tiempo de incubacion (Cuadro 16).

Todas las muestras de queso Adobera positivas a Listeria en nuestro
estudio tuvieron un pH entfe 441 y '6.23, valores mas bajos en su limite
inferior gue los obtenidos por Genigeorgis et al. (1991); Pini y Gilbert (1988)
Yy McLauchI;_p et al., (1990), quienes reportan valores de pH de 6.0 a 6.5 para
las muestras positivas, mientras que en el queso Panela y Ranchero de
Guadalajara (Luis Juan et a/.,1992a; Luis Juan et a/,1992b), los limites de pH |
de los quesos estudiados, fueron (5.2-6.8 y 6.1-6.6 respectivamente), y en
los quesos frescos de Michoacan (4.5 a 6.5), ligeramente mas aitos. Debido a
que Listeria puede crecer a limites de pH entre 5.0 y 9.6 (Lovett, 1989b), los
valores aqui obtenidos muestran que Listeria se aisld, no solo en los quesos
Adobera que tenian los valores de pH convenientes para el desarrollo de este
patdgeno, sino que el 10 % de los quesos positivos tenian pHs mas bajos. En
estas condiciones es de esperar que' el germen se encontrara sobreviviendo,

segun lo reportado en otros productos acidos como el yogurt (Farber y
Peterkin, 1991).
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Ya que la mayoria (62.5 %) de las marcas de queso Adobera estudia-
das, asi como el total de marcas de alta distribucidn y 54.2 % de las
muestras de las marcas de mediana distribucion resultaron positivas a
Listeria, es posible que la contaminacion se deba principalmente a la
presencia de L. monocyltogenes como contaminante del medio ambiente de
las p!antag_:,de lacteos donde se elaboran tales quesos. Segin algunos autores
(Cotton yki White, 1992; Cox et al., 1989b; Klausner y Donnely, 1991;
NACMCF, 1991), es comUn que la bacteria contamine el medio ambiente de
las plantas procesadoras de alimentos, especialmente las de lacteos.

Etapa 2.- Nivel de contaminacion por Listeria en'queso Adobera
positivo a la presencia de Listeria. |

Aunque se desconoce la dosis infecciosa oral, el brote de California
“indica que se requieren varios cientos o pocos miles de células para ciertos
segmentos de la poblacién (Linnan et a/,, 1988). Aunque no se pueden aplicar
directamente a la poblacion humana, varios estudios en ratones
inmunocomprometidos han -mostrado una LDsz en el rango de,
aproximadamente, 10 y entre 4 a 480 células de L. monocytogenes cuando se
administra el patdgeno por via oral o intraperitoneal, respectivamente (Ryser,
- 1999b). En consecuencia, debido a una obligacion moral al piblico, a que la
dosis infecciosa oral y el riesgo relativo para individuos susceptibles se pueda
establecer firmemente, la FDA adoptd y continia manteniendo una politica de
“cero tolerancia” respecto' a la presencia de Listeria monocytogenes en
alimentos “listos para comer” y continla decomisando lovs productos que
contienen este patégeno en cualquier nivel detectable. Sin embarge, en la
mayoria de paises Europeos han adoptado politicas mas relajadas, que
intentan prevehir la distribucidn y venta de queso (y algunas veces otros
alimentos listos bara el consumo) que contengan >100 ufc/g o ml de L
monocytogenes (Ryser, 1999b).

Debido a que cerca del 90 % de los quesos Adobera aqui estudiados

tenian entre >100 vy 3.7 x 10° ufc/g de Listeria, y en México la listeriosis no
b
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es de reporte abligatorio adn cuando la Norma Oficial Mexicana (Secretaria
de Salud, 1994) seflala que “cuando la Secretaria de Salud de acuerdo al
muestreo y a los resultados del analisis microbioldgico detecte la presencia de
L. monocytogenes, ordenara la realizacion de un plan de trabajo por parte del
fabricante o importador para controlar la presencia de dicho microorganismo”,
su determinacién microbioldgica en alimentos no se realiza de rutina. Si asi
fuera, el diagndstico acasionaria que la mayoria de los quesos estudiados se
decomisaran, ya que no cumplirian la norma Mexicana (negativo en 25 g), ni
con las Europeas (Ryser, 1999b).

Resultados similares a los nuestros, han sido reportados por Beckers et
al,, (1987), Pini et a/.,, (1988), Tham y Danielsson-Tham (1988), Eliertz et a/,
(1993), quienes -cuantificaron L. monocytogenes en quesos blandos
eiaborado:‘ii ya sea con leche cruda o pasteurizada, y los niveles encontrados
van desde < 10 hasta 2.9 x 10°. Lo misrﬁo ocurre con el estudio realizado
por Covarrubias et afl, (1999), quienes reportan en 3 quesos frescos
estudiados, valores de 1.0 x 10°, 5.6 x10° y de 1.0 x 10?, respectivamente.

Garzaroli y Rondinini (1992), sefialan que en los medios Oxford y
Palcam se obtuvieron mejores resultados respecto a otros medios durahte la
cuantificacion de Listeria monocytogenes en productos lacteos, sin embargo,
en nuestro estudio encontramos que algunas colonias que presentaban las
caracteristicas tipicas de L/steria tuvieron que ser descartadas después de las
pruebas de confirmacion. |
Etapa 3.- Comportamiento de una cepa nativa de Listeria
monocytogenes y cambios concurrentes en la flora lactica, pH y
acidez titulable, durante la elaboracidon y almacenamiento de queso
Adobera.

L. monocytogenes se comporta de manera diferente en los distintos
tipos de queso elaborados con leche inocuiada con el patdgeno, este
comportamiento varia desde inhibicion a sobrevivencia o hasta desarrollo del
microorganismo (Yousef y Marth, 1988), y depende principalmente del tipo de
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cepa empieada y de las diferentes condiciones de elaboracion, madurado y
almacenamiento del queso (composicion, pH, temperatura de madurado, etc.)
(Papageorgiou y Marth, 1989).

Durante la fabricacion del queso Adobera, es muy probable que el
ligero incremento en el numero de listerias en la cuajada se haya debido a la
concentracion de células a causa del atrapamiento del patdgeno durante la
formacidn de la cuajada y no propiamente al desarrollo del microorganismo
(Buazzi et al,, 1992). Estudios con E£scherichia coli y Enterobacter aerogenes
(Ryser y Marth, 1989a), asi como con Sa/monefla typhimurium (Ryser y
Marth, 1987}, han mostrado que en la cuajada, tipicamehte se observa un
aumento de 10 veces su nGmero debido 'a este efecto, sin embargo, tal
magnitud de incremento no se observd con L. monocytogenes en este
estudio. Otros autores en. investigaciones realizadas en quesos como el
Camembert (Ryser y Marth, 1989a), Cheddar (Ryser y Marth, 1987) y Cottage
(Ryser et &/, 1985), han reportado resultados similares al de este estudio Yy
ademas concuerda con los hallazgos en queso Panela obtenidos por nuestro
grupo en un estudio anterior a este (Luis Juan ef a/., 1995a).

El aumento global de L. monocytogenes 1633 (mas de 1000 veces)
observado en el queso Adobera durante su fabricacidén, pudo deberse entre
otros a un alto contenido de humedad (47 %) propio de este tipo de queso; |
valores de pH (6.64 a 5.79) cercanos al neutro y una temperatura de
elaboracién dentro de las consignadas para permitir su desarrollo (Jones,
1990; Lovett, 1989b). Aln cuando en la elaboracidn del queso Adobera no se
adicionan cultivos lacticos, se sabe que la leche pasteurizada contiene flora
lactica termodurica y el efecto inhibidor hacia algunos patégenos transmitidos
por alimentos a consecuencia de cultivos lacticos iniciadores es bien recono-
cido y esto se acepta también para L. monocytogenes (Pearson y Marth,
1990). Shaack y Marth (Schaack y Marth, 1988a) reportan que Streptococcus
cremoris y Streptococcus lactis inhiben en distintos grados a L

monocytogenes en leche descremada; y aunque en ese estudio ambas cepas
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(V7 y OH) probadas sobrevivieron después de 15 h de fermentacién, poste-
riormente crecieron en algin grado. Los autores referidos (Lovett, 1989b)
reportan también que Lactobacillus bulgaricus es mds inhibitorio para L.
monocytogenes que Streptococcus thermophifus en leche descremada. Los
fimites de sobrevivencia de L. monocytogenes en leche descremada son de 12
horas a 37 semanas, y en general las temperaturas mas elevadas de
fermentacion, tanto para cultivos lacticos iniciadores mesdéfilos (30 °C) como
para termofilos (42 °C), generan tiempos mas cortos de sobrevivencia del
patégeno (Shaack y Marth, 1988c). Cuando la mezcla del yogurt fermentado
(con una combinacién de lacticos) a 45 °C, contiene 10°® a 10 L.
monocytogenes, el patdgeno sobrevive la fabricacién del yogurt de 1 (pH final
4.13) hasta 12 dias (pH final 3.93) durante el almacenamiento del producto
en refrigeracién (Shaack y Marth, 1988c). En otro reporte, en queso Panela
€laborado con leche cruda, Sa/monelia (a inoculos de 1100/ml) se inactivd

antes de 24 h durante la elaboracién (Ferhéndez et al, 1983). En esos

~ quesos el pH vario de 6.05 a 5.39 (Fernandez et a/., 1982), y mas que este
pardmetro, lo que parece influir en la muerte del patogeno es la actividad de
la flora asociada, principalmente de las bacterias lacticas, provenientes de la
leche cruda, que muestran un efecto antagonico sobre diferentes bacterias
enteropatogenas (Fernandez et al., 1984), |

En este estudio atn cuando los niveles iniciales de lacticos fueron mas
bajos que los de [/sterig, durante la acidificacion en masa y prensado, el
desarrolio de ambos mostrd |la misma tendencia y proporcion, pbr lo que
aparentemente las bacterias lacticas no influyeron en [a inhibicion de L.
monocytdgenes_-1633, mas aln la prueba de Pearson reveld que en la etapa
de prensado 8 h hubo una correlacidn significativa positiva (p <0.05) entre
Listeria y lacticos, por lo que un tercer factor pudo ocasionar directa 0
indirectamente el desarrollo de ambas variables. '

La concentracion de acidez obtenida en esta fase de nuestro estudio, al
parecer no solo no afectd el desarrollo de L. monocytogenes, sino que como
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lo indica la prueba de Pearson, durante la acidificacion en masa a 20 h y
cuajada en prensado 8 h hubo una correlacién positiva significativa (p< 0.05)
y una correlacion positiva altamente significativa (p <0.01), respectivamente,
entre Listeria y la acidez, indicando que ambos parametros aumentaron
simultaneamente (esto a pesar de que la acidez durante el prensado aumento
de 0.2 % a 0.46 % de acido factico). En, estudios donde si se observo
inhibiciéh (Shaack y Marth, 1988b), se desconoce si la inhibicion de [ mo-
nocytogenes se debio a la disminucion del pH del medio causada por la
produccion de acidos ofgénicos 0 de substancias antimicrobianas. Pearson vy
‘Marth (1999), por su parte, mencionan que el 0.1 % de acido acético, citrico
o lactico, i‘hr-lhiben el desarrollo de L. monocytogenes cepas CAy V7 y 0.3 %
de los acidos provocan su inactivacion. En un estudio hecho por Ryser et a/,,
(1985), en queso cottage, la incapacidad de L. monocytogenes para crecer se
debié aparentemente a la produccion de acido lactico y a la disminucion del
pH resultante.

La correlacion positiva significativa (p <0.05) entre Listeriay pH en la
etapa de acidificado en masa 20 h, confirma que en general el pH no impidio
el desarrollo de Listeria, sin embargo la correlacion significativa (p <0.05)
negativa en prensado 8 h, parece indicar que al menos en esta etapa, la
disminucion del pH (aunque ligera) pudo influir en que los niveles de Listeria
no fueran mas elevados de lo que se observo,

Cuando el queso Adobera fue almacenado en refrigeracion (4 °C)
durante 22 dias, se obtuvo ia tasa mas alta de multiplicacién de L.
monocytogenes (3.5 log) (3,200 veces mas en relacion con la leche
pasteurizada recién inoculada), mostrando en esta etapa una proporcion
mayor a la obtenida durante su elaboracién. La .multipiicacién de L.
monocytogenes, ya sea durante el madurado o el almacenamiento, ha sido
reportada también para los quesos. Brick (Ryser y Marth, 1989b), Feta
(Papageorgiou y Marth, 1989), Camembert (Ryser y Marth, 1989a) y Panela
(Luis Juan et a/, 1995a). Como era de esperarse, la refri'geracién permitid el
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desarrollo del patogeno, mientras que los lacticos que al inicio aumentaron
en mayor proporcion, posteriormente mostraron un ligero incremento, vy
aparentemente no afectaron el desarrollo de Lfsteria..La acidez por su parte
continud incrementandose alcanzando su mayor nivel a 15 d de
almacenamiento, donde se evidencid también una correlacién negativa
significativa (p <0.05) entre Listeria y acidez, lo gue pudo ser la causa de la
ligera disminucion en el nivel del patégeno a los 22 dias del almacenamiento.
Aunque el pH promedio en general solo disminuyé ligeramente durante el
almacenamiento (de 5.79 a 5.21), los limites de pH de 4.81 a 6.35
observados en los experimentos, aunque relativamente amplios, se encuen-
tran entre los que permiten el desarrollo y/o sobreviviencia de Listeria
(Lovett, 1989b). Segln el reporte de Papageorgiou y Marth (1989), L
monocytogenes sobrevive en queso feta a 4 °C y a pH de 4.3, por mas de 90
dias. En gueso Camembert el patégeno es capaz de desarrollar durante el
almacenamiento a 6 °C a pH 7.4 (Ryser y Marth, 1989a).

En las investigaciones sobre la dinamica de Listeria monocytogenes en
productos lacteos es comin utilizar cepas de referencia. Estudios recientes
han demostrado que la cepa CA de L. rﬁonocytogenes fue menos tolerante
Que otras cepas de L. monocytogenes a las condicionés presentes durante la
elaboracién y almacenamiento de los quesos Brick (Ryser y Marth, 1989b),
Feta (Papageorgiou y Marth, 1989), Cheddar (Ryser y Marth, 1987) y Colby
(Yousef y Marth, 1988). En este estudio, con el fin de eliminar hasta donde
fuera posible el efecto de la adaptacion de la cepa a probar, utilizamos una
cepa nativa (L. monocyltogenes 1633) aislada de un queso Adobera de la
region, por lo que se infiere que el patdgeno se encontraba adaptado al
substrato y que en lo que respecta a.este- factor no se afectd el desarrollo del
microorganismo. |

Si bien la sola presencia de L. monocytogenes en el queso Adobera es
de especial:interés, atin mas lo es la- capacidad mostrada en este estudio por

el microorganismo para multiplicarse durante la fabricacién y almacenamiento
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4 °C hasta por 22 dias, sobre todo por que este producto no recibe ningtn
tratamientS térmico o madurado posterior y es comin gue su consumo inicie
inmediatarhente después de su fabricacion.

Los quesos Adobera, a pesar de ser elaborados a partir de leche -
pasteurizada, poseen un importante riesgo a la salud, sobre todo si se
encuentran contaminados con L. monocytogenes {lo que es altamente
factible dadas las multipies posibilidades de contaminacion del producto en
todas las etapas, sobre todo en la propia planta) y porque en su fabricacién y
almacenamiento se dan las oportunidades para que el micfoorganismo se
multiplique. Es imperativo que estos quesos sean elaborados bajo condiciones
higiénicas y se detecten y eliminen las fuentes y mecanismos de
contaminacion con el patégeno en las plantas de lacteos.

L.a Asociacién de Consumidores de la Comunidad Econdmica Europea
publicd una lista de quesos blandos y semiblandos, y las marcas, fabricados
en Francia y Suiza que incluyen; los quesos Brie (La Renommee), Muenster
(Ermitage), Créme de bleu (Diapason), Lys Bleu, Camembert (I signi), Tilsit,
Fourme de Bresse, Bleu de Bresse, Reblochon, Pont L’'Eveque, Gruyere y
Vacherin Mont d° Or, como quesos que no deben ser consumidos por
individuos susceptibles (Ryser, 1999c). Asi mismo, el Centro Para la
Seguridad de Alimentos y Nutricidén Aplicada de la FDA de los Estados Unidos,
advierte a los consumidores de alto riesgo: No comer queso fresco como el
Feta, Brie, Camembert, quesos de vena azul y quesos estilo Mexicano como
"Queso Blanco Fresco” (FDA, 2001). Tomando en cuenta 1o anterior, y con
base en los resultados aqui obtenidos, proponemos que las autoridades
sanitarias de nuestro pais, estudien la posibilidad de recomendar a la
poblacion ‘susceptible que evite el consumo de ciertas marcas de queso
adobera. ,

Es necesario que se difunda un conocimiento actualizado de la
enfermedad: entre médicos, -yeterinarios, tecndlogos, microbidlogos,

epidemidlogos, productores y procesadores de alimentos. Ademéas de esto se
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requiere una mayor atencion por parte de las autoridades sanitarias para la
aplicacidn de las Buenas Practicas de Manufactura, asi como del Sistema de

Analisis de Riesgos y Control de puntos Criticos en la industria de lacteos con
el fin de obtener alimentos inocuos.




8. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

. El queso adobera que se vende en tiendas de autoservicio de la ZMG,
es un vehiculo importante de [Listeria monocytogenes para el
consumidor, a pesar de estar elaborado con leche pasteurizada (segin
etiqgueta del fabricante) y comercializado en sitios con recursos que
permitirian un buen manejo higiénico del producto. |

. El Agar LPM resultd mas efectivo que el medio MOX en el aislamiento
de Listeria a partir del queso adobera. Es necesario incubar 48 horas el

CEL e intentar el aislamiento a los dos tiempos de incubacién (24 y 48
horas). '

. El recuento de Listeria en los quesos positivos (hasta 3.7 x 10° ufc/g)
@s una mejor evidencia del riesgo potencial para el consumidor con
respecto al diagnostico cualitativo del microorganismo.

. En las condiciones de este estudio, la flora lactica, el pH y la acidez, no

impidieron el desarroilo de Listeria monocytogenes 1633 durante la
fabricacion del queso adobera.

. El almacenamiento del queso adobera por 22 dias en refrigeracion a 4

°C, permitio el desarrollo de L. monocytogenes 1633, estabilizé el nivel
de lacticos, el pH vy la acidez.
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10. ANEXO
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

a) Caldo de Enriquecimientp Listeria (CEL).

Caldo soya tripticasa.....c.covueevvnnnn, 30g
Extracto de levadura ................ e 60
Acriflavina-HCl ....ooiviiiiiicnn, 15 mg
Acido nalidixico .......... e 40 mg
Cicloheximida .....c.coovvniiininnncninnns 50 mg
Agua destilada .......ocoiceniiiiennns 1000 ml

pH final 7.3 + 0.2 _

Preparar soluciones stock de acriflavina, ac. nalidixico y cicloheximida.
La acriflavina se prepara al 0.5 % en agua destilada, el ac. nalidixico se
disuelve al 0.5 % en una soluc‘l.c'm de NaOH a! 0.1 N al 50 % en agua
destilada, la cicloheximida se prepara al 1 % en una solucion al 40 % de
etanol/agua. Los tres inhibidores se esterilizan por -filtracién. Adicionar
asépticamente a 225 ml de CEL esterilizado (121 °C por 15 minutos) 0.68 mi
de solucidn stock de acriflavina, 1.8 ml de solucién de ac. nalidixico y 1.15 ml
de ia solucidn de cicloheximida, justo antes de su uso.

b) Agar"CIoruro de Litio-Feniletanol-Moxalactam (LPM).

Agar fenil-etanol~(BBL)......ccovviiiiiiininienns 35.5¢
Glicina anhidra .oocoovviiiiivivire e 10.0g
Cloruro de Hto vovvvvviviniccneenn 5049
Solucién Stock de moxalactam al 1% ...... 2.0 ml
Agua destilada ...oooviiie i, 1000 ml

pH final 7.3 + 0.2

Esterilizar el medio sin moxalactam a 121 °C por 12 minutos. Adicionar

al medio enfriado a 46 °C, la solucion stock del antibidtico previamente
esterilizada por filtracidn.




159

La solucién stock de moxalactam se prepara con 1 g de la sal én 100 ml
de buffer de fosfato de potasio 0.1 M de pH 6.0. Es recomendable transferir
la sofucion a tubos con 2 ml cada uno y almacenarlos en congelacion.

Cuando se utiliza agar fenil-etanol de la marca BBL es necesario

adicionar 2 g de agar bacterioldgico, por litro de medio para lograr la
consistencia adecuada. ‘

¢) Medio de Oxford Modificado (MOX).

Base de agar Columbia .......c.ccccvennini, 39¢g
ESCUIING.cveiiviir i iirs e e e 1g
Citrato ferrico amonicQ............ eerereeas 059
CIOPUFO A 10 veeeeveverereereerersieerseeanenns 15 g
Agar bacterioldgico.....cceovvnennnen. reerhear 2 g
MOXalaCtaM...evecvrreeirieeecerneens cerreenenren20 MQ
ColStiNA. o 8 mg
Agua destilada ..ovevvviivenriieee i 1000 ml

pH final: 7.0 + 0.2

Esterilizar el medio sin los antibidticos a 121 °C durante 15 minutos. Al
medio esterilizado y enfriado a 46 °C, adicionar las soluciones de antibidtico
esterilizadas por filtracion: 2 mililitros de la solucién stock de moxalactam al
1.0 % (la misma empleada en el LPM) y 1.6 m! de la solucidn de colistina al
0.5 % en agua destilada (ambas soluciones se esterilizan por filtracion)
después de su esterilizacion. Almacenar a 4 °C + 2 en la oscuridad por una

semana,

d) Agar Soya Tripticasa con Extracto de Levadura (ASTEL)

Agar Soya Tripticasa ......c.oieeeninnnn. 40 g
Extracto de levadura ........... e, 0°Q
Agua destilada ....ooooivviiiiniiniinn 1000 mi

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
pH final 7.3 + 0.2
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Caldo Soya Tripticasa con Extracto de levadura (CSTEL)

Caldo Soya Tripticasa ......c.oceveiveveennn. 30 g
Extracto de levadura ......ocoovevenvninnnns 6g
Agua destilada .......ccoiiieiiinininnn 1000 ml

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Sangre desfibrinada de ovino ........ ... 7.0 m

La sangre es adicionada al ASTEL cuando el medio esta entre 45 y 46

°C después de su esterilizacion.

9)

Agar Base Purpura para Fermentacion de Carbohidratos
(BPFC).

AGar DacteriolOgiCO. . urrerrirre corvresireeeeerreansreas 13.5 g
Peptona de gelating ................ v —————raa 10.0 g
NaCl .......... et e e er e eenrareceraae e st aera 5049
PUrpura de bromocresol® .....ccivviieinrinniinvinnnnnn. 0.02g
Agua destilada ovveivviiiiiiii 1000 ml

Ajustar el pH antes de adicionar el indicador a 6.8 + 0.2. Esterilizar a

121 °C por 15 minutos.

* Se prepara una solucién stock de purpura de bromocresol (PB) al 1 %,

- pesando 0.1 g de PB, triturar en mortero adicionando 1.85 ml de NaOH 1 N
con 8.15 mi de agua destilada.

Se adiciona 1 ml de la solucién al 5 % del carbohidrato a probar (esterilizada

por filtracién), a 9 ml de BPFC estéril, para obtener una concentracién final

del carbohidrato de 0.5 %. La esculina se prepara también en solucion al 5 %
y se adiciona al BPFC antes de la esterilizacion del medio.
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Agar Vogel Johnson Modificado (VIM),

Cantidad

recomendada usada en

(Buchanan et af., 1987) este estudio
Agar Vogel Johnson (DifCo) ....cevvivnrnnennns 60 g 60 g
Yol T-1 e [ [olo 50 mg 25 mg
Bacitracina™ ....cccoviiiiiiiivin e 20 mg 10 mg
MoXalactam™® ..civiiiiii s e 5 mg 2.5 mg
Telurito de potasio * ......ccviviiviiinnnn, 200 mg 200 mg
Tween 80 (123) vvvvviieririeisiireeriiens s 4 g 449
Agua destilada ...ovviiiiiiiie e 980 m| 980 mi

* E|l ac. Nalidixico al 0.5 %, la bacitracina al 0.2 %, el moxalactam al

0.05 % y el telurito de potasio al 2 %, se adicionaron como soluciones stock

esterilizadas por filtracion, después de que el medio se esterilizé a 121 °C por
15 minutos y se enfrié a 50 °C.

i)

Medio Actidiona Polimixina Nitrito (APN).

Peptona de Evans ......oocveiveiiiivinininnnn, 10.0 g
Peptona de caseina ...occevveieviniicninrnnn, 10.0 g
Extracto de levadura ......cocoivieiniiinnnnn, 10.0g
GIUCOSA i e, 7.5¢g
Extracto de carne ......covveviiviiiiiiiiinnn, 25¢g
MgSO 47H2 O vevvenn, e —— 0.575 g
MNSO 44H2 O v, 0.05¢g
TWeen 80. wivivviiriiriveie v 1.0g
o - T 15.0¢g
Agua destilada, pH 5.5, c.b.p...... R 970 mi
*Nitrito de sodio .ovvvveevinnns e, 0.6¢g
*Actidiona (cicloheximida) .......cocvveenne. 0.01g

*SUlfato de POlIMIXING vervreeserrrrreresrenns 0.003 g
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Los ingredientes se disolvieron por‘calentamiehto, después de enfriar el
medio a aproximadamente 50 °C se ajusto cuidadosamente el pH hasta 5.5 (+
0.05) y se completdé el volumen a 970 ml. El medio se distribuyd en
cantidades de 97 ml y se esterilizé a 121 °C por 15 minutos.

* Antes de su uso, 1 ml de cada una de las siguientes soluciones esterilizadas
por filtracion: a) solucién de nitrito de sodio recién preparada (6 % peso/vol);
b) solucion de actidiona (0.1 % peso/vol.) y c) solucidn c‘Ee" polimixina B (0.03
peso/vol) fueron adicionadas a cada 97 mi del medio base.

3) Buffer de fosfato de potasio 0.1M

Fosfato de potasio....cccecviviininiiiisnieinne, 1.36 g

Agua destilada........cooeieniieini, 100 ml |

Disolver el fosfato de potasio en el agua, ajustar el pH a 6.0 y
esterilizar por 15 minutos a 121 °C.




