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RESUMEN

La listeriosis humana es una enfermedad bacteriana causada por Listeria
monocytogenes siendo el consumo de alimentos contaminados la principal via de
infeccidn, su letalidad es del 36 - 45% v ha ocasionado pérdidas millonarias a industrias
de alimentos. Los guesos han causado brotes y casos esporadicos de listeriosis. El
consumo de quesos frescos en México es elevado. Se reconoce que la elaboracién
artesanal de quesos es parte de la economia de algunas poblaciones del estado de
Jalisco. Se han reportado frecuencias altas {23% vy 27%) de Listeria monocytogenes,

en queso rancherc y panela elaborados artesanalmente que fueron vendidos en
Guadalajara, Jal.

El objetivo de este trabajo fue determinar la participacidén de las fabricas en la
contaminacion con Listeria de los quesos elaborados artesanalmente, para este fin, se
recolectaron en 4 quaserias de un mismo pueblo, 379 muestras procedentes de leche
cruda, cuajo, cuajadas, quesos, equipo, superficies, piso y enseres de limpieza. Para el
aislamiento de Listeria la muestras se inocularon en Caldo de Enriquecimiento para
Listeria durante 24 y 48h y se sembraron en Agar Feniletanol-Cloruro de Litio-
Moxalactam v en Medio de Oxford Modificado; la identificacién se realizé conforme al

esquema de la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos de
Norteamérica.

Ciento trece muestras (30%), fueron positivas a Listerfa; el equipo, las
superficies v los enseres de limpieza tuvieron los mayores porcentajes de muestras
positivas: 45%, 20% y 16%, respectivamente. Las especies de Listeria aisladas fueron:
L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri vy L. ivanovii. Los aislamientos de L.
monocytogenes se obtuvieron de dos queserias, en una de ellas, los serotipos
encontrados fueron: 1/2a, 1/2b, 1/2inmévil vy 4d, en la otra queseria solo se aislé el
serotipo 4b. El analisis molecular mostré la implantacién en las queserias A v C de
ciertas cepas de L. monocytogenes

Con base a los resultados obtenidos v a las practicas de elaboracién observadas,
se concluye que: el piso y el refrigerador son las principales fuentes de contaminacién
con Listeria a partir de las cuales y a través del equipo y de las maniobras realizadas
ocurre la contaminacion de los quesos en las fabricas artesanales; en estos sitios,
algunas especies y serotipos de Listeria pueden predominar y persistir durante mas de
un afo; vy que el empleo de tratamientos térmicos mayores de 70°C en el equipo,
conjuntamente con el uso de jabon y cepillado frecuente de pisos y superficies
pueden ser medidas factibles y efectivas para el control de Listeria en queserias
artesanales.
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ANTECEDENTES

Listeriosis humana

Agente causal

La listeriosis humana es causada por Listeria
% monocytogenes (Fig. 1), una bacteria gram positiva no
esporulada, psicrétrofa, cuyo habitat y reserservorio principal, al
igual que todas las especies del género Listeriz, es la

vegetacion en descomposicion aisldndose comunmente del

¢ suelo, agua y excremento {Rocourt y Seeliger, 1985, citados
igura 1.
Listeria monocytogenes POr Fenlon, 1999).

Microscépio electrénico
SCIMAT. INTERNET,

Formas de infeccidn

Actualmente se afirma que el consumo de alimentos contaminados es la principal
fuente de infececién y que el tracto gastrointestinal es el sitio primario de entrada de
Listeria (Véazquez Boland et al, 2001). El contacto directo de conjuntiva y piel con
material contaminado son otras vias por las que puede adduirirse la enfermedad
{Armstrong, 1995). Experimentalmente, Ia inhalacién de aerosoles contaminados ha
mostrado ser una efectiva via de infeccién {Bracegirdle et &/, 1994); si bien son pocos
los reportes asociados a esta via de infeccién {Seeliger, 1961 y Schlech, 1984 citados
por Bracegirdle et a/., 1994}, es una via que puede ocurrir en aquellos lugares donde se
generan aerosoles como son los laboratorios, algunas industrias de alimentos y campos

donde se esté aplicando excremento como abono (Bracegirdle et al., 1994).

Periodo de incubacién

El periodo de incubacidn de la listeriosis en promedio es de 3 semanas, (Riedo et
al.,, 1994) aunque puede oscilar en un rango de 1-70 dfas {Linnan et a/., 1998; Azadian
et af., 1989). Es posible que el periodo de incubacidén esté relacionado con la cantidad
de listerias ingeridas; a mayor cantidad de listerias, menor tiempo de incubacion {Riedo
et al, 1994}, En personas inmunocompetentes la ocurrencia de la enfermedad
posiblemente sea influida por la cantidad de microorganismos ingeridos (Pinner et al.
1992; Aureli et al., 2000).



Fisiopatologia de la listeriosis _

Listeria monocytogenes es una de las bacterias mas invasoras, infecta:
hepatocitos, macréfagos, fibroblastos, células epiteliales {Rocourt y Cossart, 1997),
células endoteliales (Drevets, 1997), astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Dramsi et
al., 1998). Se asume que la multiplicacién de L. monocytogenes en enterocitos
desencadena un cuadro de gastroenteritis febril (Vazquez Boland et a/., 2001, Figura
2}, El higado es considerado el primer drgano blancu, donde la infeccidon es controlada
mediante inmunidad celular, esto pusde ser un evento subclinico comdn debido a la
presencia frecuente de L. monocytogenes en los alimentos; en individuos normales, la
exposicion continua a antigenos de Listeria probablemente contribuye la persistencia de
linfocitos T contra Listeria (Vazquez Boland ef al.,, 2001). En pacientes débiles o
inmunocomprometidos, Listerfa se multiplica sin restriccion en el higado pudiendo
conducir a: una bacteremia de bajo nivel, invasion de Utero gravido o de cerebro,
desencadenandose la enfermedad clinica (Vdzquez Boland et a/., 2001, Figura 2). Los
altos niveles de hormonas estrogénicas al final de la gestacién puede ser que actien
como los esteroides inhibiendo la proliferacién de linfocitos T la funcién de destruccién
intracelular en macrdéfagos, lo que explica en parte la susceptibilidad a la enfermedad en

mujeres que se encuentran en etapas avanzadas de gestacién {Vazquez Boland et a/.,
2001).

Principales cuadros clinicos

La listeriosis humana se manifiesta por diversos cuadros clinicos entre los que
destacan las infecciones durante el embarazo y del sistema nervioso (Cuadro 1, Fig. 2).
Esta enfermedad ha sido considerada una enfermedad oportunista porque la mavyoria de
los casos de listeriosis ocurre en personas que tienen condiciones fisiolégicas
(embarazo) o patoldgicas que afectan la inmunidad mediada por linfocitos T (Vazquez
Boland et a/, 2001) sin embargo, también ha sido reportada en adultos
inmunocompetentes y personas con enfermedades no asociadas a inmunosupresion

(Rocourt, y Cossart, 1997).



Ingestion de alimento contaminado —)
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Figura 2. Fisiopatologia de la listeriosis (Adaptada de: Vézquez Boland et a/., 2001).



infeccion durante el embarazo

En mujeres  embarazadas, | Cuadro 1. Cuadros clinicos de listeriosis.
neratlmente | ermedad ocurre an .
ge te la enf curre Infeccion durante el embarazo

el Ultimo trimestre de gestacién,

) , _ ) Granulomatosis infantiséptica
presentandose con sintomas parecidos

, , . . . Septicemia

a influenza o infeccién urinaria: fatiga, ptice

escalofrios, fiebre; dolor er espalda, Infeccién del sistema nervioso
. ] . meningitis

cabeza, musculos y articulaciones. cerebritis

Entre 2 - 14 dias después que ocurren rombencefalitis

estos sintomas sobreviene aborto o Infecciones focales:
abscesos en cerebro

parto prematuro {Armstrong, 1995; y médula espinal

Vézquez Boland et al., 2001). endocarditis
colecistitis
peritonitis

.. ] ] artritis
Granulomatosis infantiséptica infeccion de protesis
La transmisién a través de la osteomielitis
placenta causa la granulomatosis Listeriosis cutanea

. . . . . . Conjuntivitis y uveltis
infantiséptica, un tipo de infeccién que

al parecer ocurre solo en humanos. Al Enfermedad gastrointestinal febril

nacimiento, el nifio presenta pépulas o [ Fuente: Armstrong, 1995 ; Wing y Gregory, 2002

ulceraciones en la piel del tronco o en las extremidades; internamente se encuentran
abscesos y granulomas en higado, bazo, pulmones, rifién y cerebro. La mortalidad es

cercana al 100% (Armstrong, 1995).

Septicemia

El cuadro septicemico de listeriosis es observado en recién nacidos y adultos
inmunosuprimidos: se presentan escalofrios, fiebre y en raras ocasiones se observa en el
frotis, monocitosis del 8% o mas (Armstrong, 1995). Este cuadro puede conducir a las

presentaciones cerebrales.



Infeccidén del sistema nervioso

La meningitis neonatal causada por L. monocytogenes ocurre alrededor del tercer
dia de nacido, es evidenciada por: dificultad para alimentarse, respiracion rapida y
superficial, ligera cianosis, letargia, fiebre y anorexia; después aparecen convulsiones,
" temblores musculares, respiracién entrecortada, cianosis severa, e irritabilidad, el
pronéstico es desfavorable, lo mas comun es que el paciente muera {Ryser y Marth,
1991; Armstrong, 1335).

En aduitos, la meningitis por L. monocytogenes puede ser fulminante o subaguda.
La presentacién fulminante es rara, se presenta en hombres mayores de 50 afios,
clinicamente no puede ser diferenciada de otras meningitis se presenta coma muriendo
alrededor del 70% de los pacientes. Las perscnas que fogran sobrevivir pueden tener
secuelas que incluyen: hidrocéfalo, edema cerebral y atrofia cerebelar {(Armstrong,
1995; Seeliger y Finger, 1976; Marrie et al., 1984, citados por Ryser y Marth, 1981).
Los sintornas de la meningitis subaguda son: fiebre de baja intensidad, cambioc en la
personalidad, sordera, signos asociados a dafio en los nervios craneales y hemiplejia
(Armstrong, 1985).

Los sintomas de cerebritis pueden ser solo fiebre, dolor de cabeza o varios
grados de paralisis que semejan accidente cerebrovascular {Armstrong, 1995).

La encefalitis listérica del tallo cerebral {rombencefalitis) es rara, inicia con dolor
de cabeza, fiebre, nausea y vémito, continuando con debilidad progresiva simétrica de
los nervios craneales, ataxia y algunas veces convulsiones y hemiparesis {Armstrong,
1993; Armstrong, 1995; Slutsker y Schuchat, 1998).

Ryser y Marth (1991) seflalan que la encefalitis listérica exhibe dos fases: la
primera tiene una duracién de alrededor de 10 dias y se caracteriza por dolor de cabeza,
dolor de espalda, vémito, conjuntivitis y rinitis. La segunda fase inicia 10 dias después
con fiebre elevada la cual es seguida de disturbios en el sistema nervioso central; si la

victima no es tratada con antibidticos, |la muerte ocurre 2-3 dias después.

Listeriosis cutdnea
La listeriosis cutdnea ha ocurrido en veterinarios y granjeros que estuvieron en
contacto con placentas y fetos abortados (McLauchlin y Low, 1994) y en personas

inmunosuprimidas (Seeliger,1961 v Slata et a/., 19886, citados por McLauchlin y Low,



1994). La enfermedad tiene un periodo de incubacion de 1-4 dfas, se presenta en las
mufiecas y antebrazos, inicia con salpullido seguido de lesiones hiperemicas de 1-2 mm
de diametro que evolucionan a vesiculas o pustulas de las cuales puede ser aislada £.
monocytogenes {(MclLauchlin y Low, 1994). Con un adecuado tratamiento
antimicrobiano los pacientes se recuperan en 1 semana, sin tratamiento las lesiones han
persistido un mes, siendo necesario el tratamiento para su resolucién (McLauchlin vy
Low, 1994). Se ha reportado la muerte de un granjero que presenté listeriosis cutdnea

{Seeliger, 1961, citado por Ryser y Marth, 1991).

Enfermedad gastrointestinal febril

l.a gastroenteritis por L. monocytogenes es el cuadro clinico en el que se han
reportado periodos de incubacidn cortos: 2-32 horas (Craig et a/.,, 1997) aungue puede
presentarse dentro de los 21 dias posteriores al consumo del alimento contaminado
(Riedo et al., 1994). Los sintomas observados son: fatiga, elevacién de la temperatura
{37.8-40.3 °C), escalofrios, dolor de cabeza, mialgias, artralgias, ndusea, vémito, dolor
abdominal, diarrea {(mediana de 12 evacuaciones en 24 horas} {Riedo et a/., 1994; Craig

et al., 1997). Los sintomas pueden persistir durante 3-4 dias (Miettinen et a/., 1999).

Diagndstico

Solo las granulomatosis infantiséptica presenta un sindrome caracteristico (Davis
1993, Véazquez Boland, 2001). El aislamiento de L. monocytogenes a partir de liquido
cefalorraquideo, sangre o de otros sitios normaimente estériles consituyen la base del
diagndstico para esta enfermedad (Davis, 1993, Slutsker y Schuchat, 19929). El cultivo
de excremento en caldo de enriquecimiento selectivo ha sido empleado para €l
diagndstico de gastroenteritis febril {Slutsker y Schuchat, 1999). La medicién de
anticuerpos contra listeriolisina O representa una prueba promisoria para apovyar el
diagnéstico de listeriosis invasiva y no invasiva; esta prueba fue utilizada en la
investigacién de un brote de gastroenteritis febril (listeriosis no invasiva} transmitida por

consumo de leche con chocolate {Craig et a/., 1997).

Tratamiento

Ei tratamiento de la listeriosis es complicado porgue en el huésped, L.
monocytogenes desarrolla un ciclo de vida intracelular y una difusién de célula a célula,
que reduce su exposicion solo a aquellos antimicrobianos capaces de introducirse en

células eucarioticas y, de traspasar la barrera hematoencefélica, por ello ain cuando la



sensibilidad “in vitro” muestre que la bacteria es susceptible a un amplio rango de
antrimicrobianos, las opciones terapéuticas son reducidas (Riviera et a/., 1993; Jones y
MacGowan, 1995, Hof et a/., 1997).

Las dosis y duracidn del tratamiento de listeriosis han sido descritas por Jones y
MacGowan (1995). La duracién del tratamiento oscila entre 7 dias (casos de
bacteremia), 20 dias {meningitis aguda) u 8 semanas (endocarditis) y puede quedar por
tiempo indefinido en casos de personas con protesis articulares {Jones y MacGowan,
1995).

En medicina humana, el tratamiento de eleccién es ampicilina ¢ penicilina
combinada con gentamicina; para personas alérgicas a beta lActamicos, la opcion es el
sulfametoxazol-trimetoprim (Jones y MacGowan, 1995, Hof et a/.,, 1987). El empleo de
penicilinas solas o comhinadas con aminoglucésidos ai inicio de la enfermedad tiene un
mejor prongstico, pues hay menor letalidad e incluso puede haber recuperacién
completa (Skokberg et af., 1992, Fuchs et a/, 1994). La vancomicina es apropiada para
la bacteremia primaria pero no cruza bien la barrera hematoencefalica, la eritromicina
puede ser atil en los casos de embarazo {(Jones y MacGowan, 1995). Con relacién a |as
quinolonas, la sensibilidad de L. monocytogenes es variable; Troxler et alf (2000)
reporta que el comportamiento de este microorganismo oscila entre sensible a
intermedio con relacidn a ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina y fleroxacina; mientras
que respecto a enoxacina, pefloxacina y sparfloxacina, su comportamiento de
intermedio a resistente. Puesto que L. monocytogenes presenta una resistencia natural
a las cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, cefalotina, cefuroxima, cefalexina y
cefriaxona}, monobactamicos {(aztreonam), fosfomicina y acido fucsidico {Hof er al,
1997, Troxler et al., 2000) estos antimicrobianos no deberdn administrarse en casos de
listeriosis. En Listeria. monocytogenes, la protefna PBP3 es el blanco primario de los
beta lactamicos, las penicilinas y el imipenem se ligan fuertemente a esta proteina en
tanto que las cefalosporinas y los monobactamicos se ligan pobremente a ella, lo que
explica la resistencia de Listeria a estos antimicrobianos (Vicente et a/., 1890).

La resistencia antimicrobiana es otro aspecto que puede complicar el tratamiento
de listeriosis. Hasta 1988 se habia considerado en medicina humana que Listeria era
uniformemente susceptible a los antimicrobianos (Charpentier y Courvalin, 1999}, en
ese afo, a partir de un caso clinico, aislaron una cepa de L. monocytogenes resistente

a: cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina y tetraciclina; el paciente murid {Poyart-



Salmeron et al., 1980). Facinelli et al. {1991) reportaron cepas de L. monocytogenes vy
L. innocua multirresistentes aisladas de queso mozzarella y salchichas de pavo y pollo,
la resistencia reportada por estos autores estuvo relacionada a los siguientes
antimicrobianos: estreptomicina, gentamicina, kanamicina, rifampicina, sulfametoxazol
y tetraciclina. L. monocytogenes puede encontrarse en el tracto digestivo de humanos vy
animales, sitio donde también estan presentes en gran cantidad, diversas especies de
Enterococcus y Streptococcus gue albergan plésmidos conjugativos y transposones
{Charpentier y Courvalin, 1999}. Plasmidos detectados en cepas de L. monocytogenes
han mostrado similitua con plasmidos de Enterococcus y Streptococcus lo que sugiere
que el origen de la resistencia antimicrobiana multiple en cepas de L. monocytogenes
sea resultado de un intercambio de informacién genética de estas especies en el tracto
gastrointestinal y también un intercambio de informacién genética entre las especies de

Listeria (Charpentier y Courvalin, 1999}.

Prondstico

El desenlace de la listeriosis es influido por el sitio donde ocurre la infeccidn, las
condiciones inmunoldgicas del paciente y la efectividad de! tratamiento aplicado.

En infecciones del sistema nervioso, la muerte ocurre en aproximadamente el
50% de los casos y la mayoria de los sobrevivientes presenta secuelas neuroldgicas
como paresia de nervios craneanos y hemiparesia (Davis, 1993), hipoacusia {Jornada-
Krebs et al, 1997), retardo mental, hidrocefalia, edema cerehbral, atrofia cerebelar y
pardlisis (Ryser y Marth, 1991}.

La mortalidad v las secuelas son mas frecusntes en inmunosuprimidos, pacientes
con una enfermedad subyacente o con transplante reciente (Skogberg et a/., 1992). En
inmunosuprimidos es posible que ocurra una erradicacion incompleta de la bacteria o
una reinfeccién, por lo gue puede ocurrir mas de un episodio de listeriosis en estos

pacientes {Skogberg et a/., 1992).

Aspectos epidemioldgicos

La epidemiologia de la listeriosis humana comenzé a investigarse en forma
sistemética a partir del aumento de reportes de la enfermedad ocurridos a fines de la
década de 1970 vy principios de la década de 1980, cuando se establecié que la

listeriosis es una infeccién vehiculizada por alimentos (Vazquez Boland et a/., 2001).
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La refrigeracién durante la obtencién, transporte, o almacenamiento de
alimentos, la susceptibilidad de personas inmunocomprometidas, el cbnsumo de
alimentos crudos o inadecuadamente cocinados y el uso de leche no pasteurizada en la
elaboracién de quesos, son los factores que intervienen en la presentacion de listeriosis
vehiculizada por alimentos (Smith y Fratamico, 1995),

Los alimentos implicados en brotes de listeriosis en general, son alimentos
producidos industrialmente, refrigerados, listos para consumo 0 que son consumidos sin
un recalentamiento previo {Slutsker y Schuchat, 1999; Vazquez Boland et a/., 2001). En
este grupo de alimentos destacan, por haber ocasionado brotes de listeriosis: ensaladas
{Schlech et al., 1983; Aureli et al.,, 2000), leche (Fleming et a/, 1985, Craig et al.,
1997), quesos biandos {Linnan et a/.,, 1988; Boggs et &/, 2001), productos cérnicos
(Loncaveric et a/., 1997; Valk et a/, 2001) y pescado ahumado {Ericsson et a/., 1997;
Mietiinen ef a/., 1999}

Las conexiones entre listeriosis humana y animal nc son claras pues los picos de
incidencia de listeriosis humana han sido observado en verano y otofio (Siegman-igra et
al., 2002} en tanto que los picos de listeriosis animal ocurren en primavera (McLauchiin,
1997). Por otra parte, la listeriosis cutdnea solo representd el 1.1% de los casos de
listeriosis ocurridos en Inglaterra entre 1289 a 1994 {MclLauchlin vy Low, 1994). Se
especula que la variaciéon estacional puede ser debida al consumo de ciertos alimentos
en determinadas épocas del afio o a un mal manejo de alimentos a temperaturas

ambientales elevadas (Siegman-ingra et al., 2002).

Se estima que a nivel mundial, la incidencia anual de listeriosis perinatal es de
0.4 a 4.1 casos por cada diez mil nacimientos y la incidencia de listericsis no perinatal
es de 0.1 - 1.1 casos por diez mil habitantes (Siegman-ingra et a/., 2002) por lo cual se
le considera una enfermedad rara, sin embargo, en situaciones epidémicas, la incidencia
en la poblacién blanco se incrementa a un factor de 3-10 veces (Vazquez Boland et a/.,
2001). Un brote de listeriosis gastrointestinal ocurrido en 2 escuelas afecté a 1566
persoenas, requiriendo hospitalizacion 292 (19%) {(Aureli et a/., 2000). Se han reportado
incidencias elevadas para listeriosis esporadica en Barcelona, Espana -10.9 casos/millén
de habitantes anualmente- y en Francia -14.7 casos por millén de habitantes- (Vazquez
Boland et al., 2001).
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A partir del aislamiento en heces, se ha establecido que del 1 al 9% de la
poblacion humana es portadora de L.monocytogenes (Ralovich, 1984, citado por Ryser
y Marth, 1991). Mascola et al {1992}, reportaron la prevalencia y duracién de
portadores fecales de Listeria en personas relacionadas con el brote de listeriosis por
consumo de queso estilo mexicano ocurrido en el condado de Los Angeles California, se
encontré un 7.9% de portadores y estado de portador hasta por 20 semanas, Schuchat
et al. (1993}, sugieren que los portadores de L. monocytogenes son mas comunes en
contactos (personas gue regularmente duermen ¢ comen en la casa de personas que
enfermaron de listeriosis) que en la poblacidén en general, sin embargo, no se detectaron
c¢asos secundarios de listeriosis en contactos durante los 5 afios de vigilancia activa de
listeriosis en una poblacién de 18 a 34 millones de personas (Schuchat et a/., 1993).
La frecuencia de nortadores en los contactos pudiera deberse a que estos tienen
preferencias por alimentos similares a la de los pacientes o pueden estar expuestos a L.
monocytogenes a través de la contaminacién cruzada de alimentos en el hogar,
evidenciandose asi el papel decisivo que puede tener la susceptibilidad del huésped en la

ocurrencia de listeriosis. (Schuchat et af., 1993).

Siegman-igra et al {2002}, con base a estudios publicados en los udltimos 10
afos estiman que a nivel mundial |a letalidad de la listeriosis perinatal es del 45% v la
no perinatal se estima en 36% y que el 60 % de los casos de listeriosis no perinatal,

ocurren en hombres.

Los grupos con mayor riesgo de contraer listeriosis son: las mujeres gestantes,
recién nacidos, adultos mayores de 55 afos, pacientes con cancer, VIH, SIDA,
enfermedad hepética crénica (cirrosis o alcoholismo), diabetes, lupus, problemas
renales, y persconas recibiendo tratamientos con antidcidos, corticoestercides u otros

inmunosupresoras {Slutsker y Schuchat, 1999; Véazquez Boland et a/., 2001).

Dentro de los agentes bacterianos causantes de meningitis, L. monocytogenes
ocupa el primer lugar en pacientes inmunocomprometidos, el tercero en neonatos vy el

cuarto en adultos no inmunocomprometidos (Vazquez Boland et a/., 2001).
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Reportes de listeriosis en México

En 1960, Gardida v Vergara {citados por Ramirez Aguilar et a&/., 1967) publicaron
el primer reporte de listenosis humana en México, desde entonces, la mayoria de los
reportes de listeriosis publicados en nuestro pais han surgido de las areas de pediatria-
ginecologia de diversos hospitales {Cuadro 2). Bonfil et a/ (1990), reportan que, ¢on
base a hemocultivos y cuitivos de liquido cefalorraquideo, en el Hospital Infantil de
México, de 1876 a 1980 solo se reportaron 3 casos de listeriosis. Soldérzanc Santos et
al. {1989), reportaron que de enero de 1987 a junio de 1988, se registraron 7 casos de
listeriosis en el Instituto Nacional de Perinatologia, cifra que para este hospital significa
6.6 casos de listeriosis por cada 10, 000 nacidos vivos, frecuencia que, comparada con
las reportadas a nivel mundial {0.6 - 4.1 casos por 10,000 - Siegman-Ingra et a/., 2002)
es inusualmente alta, situacién que los autores atribuyen a que en este hospital se
atienden exclusivamente embarazos de alto riesgo. Escércega et a/. (1999), informaron
que en Hospital Angeles del Pedreqal, se atendieron entre octubre de 1997 y abril de
1998, 3 casos de listeriosis materno-fetal; del hemocultivo de una de las pacientes se
aislo Listeria resistente a ampicilina. Kraus et a/., (1924) en un hospital de tercer nivel
en la Ciudad de México, hicieron un estudio retrospectivo acerca de la frecuencia de
aislamientos de L. monocytogenes en pacientes con enfermedades del tejido conectivo,
encontraron que en gl periode 1982 - 1992 se aisld L. monocytogenes de 8 pacientes:
7 padecian lupus eritematoso y uno dermatomiositis; el microorganismo fue aislado de
liguido cerebroespinal (5 pacientes), sangre (1 paciente) y de ambos sitios en dos
pacientes.

A la fecha, no existen publicaciones de brotes de listeriosis asociados al
consumo de alimentos que hayan ccurrido en México, es posible que esto se deba a
que en este pais la listeriosis no es una enfermedad de reporte obligatorio {Secretaria
de Salud, 1999).



Cuadro 2. Reportes de listeriosis en México (1960 - 2002).

TITULO

REFERENCIA

Meningoencefalitis por Listeria monocytogenes: Historia de un caso.

La infeccién perinatal listérica en México. |. Investigacion de L.
moncytogenes en exudado vaginal.

La infeccién perinatal listérica en México |l, Aislamiento de Listeria

monocytogenes en septicémica de recién nacido.

La infeccién perinatal listérica en México lll. Titulacién de anticuerpos

anti Listeria en mujeres embarazadas y no embarazadas
Infeccidn por Listeria moncytogenes en la Ciudad de México. Su
hallazgo en dos nifios con meningitis y una persona adulta con

septiciemia.

Un caso de meningitis purulenta producida por listeria {s/¢)
monocytogenes

. W . ..t
[Méxican contributions to the study of listeriosis]

La infeccidn perinatal listérica en Puebla.

[Isolation of Listeria monocytogenes related to abortion and perinatal

death in Puebla city]

[inapparent infections of bacterial origin]

[Various studies on listeria infections]

Gardida A. y L. Vergara. 1960. Bol. Med. Hosp. Inf. (Mex). 23:
95-101

Giono S y A. Pérez Miravete.1963. Rev. Inst. Sal. Enf. Trop.
{(Mex}. 23: 95-101.

Giono S y A. Pérez Miravete.1963. Rev. Inst. Sal. Enf. Trop.
{Mex). 23: 103-113.

Giono S y A. Pérez Miravete.1963. Rev. Inst. Sal. Enf. Trop.
(Mex). 23: 115-119.

OClarte J., H.P. Mendoza, L.Vergara, y A. Gardida. 1963. Bol
Med Hosp Infant Mex. 20 : 161-167.

Sénchez Rebolledo JM, A. Martinez Ruiz y D. Bessudo M. 1965,
Bol Med Hosp Infant Mex. 22 : 321- 324.

Varela G. 1966. Rev Latinoam Microbiol Parasitol (Mex) 8: 93.

Victoria R.V, Vanzzini, y A. Pérez Miravete. 1966. Restimenes
del VI Congreso Nacional de Microbiologia, Hermosillo , Mex.

Vanzzini V.R., v A. Pérez Miravete. 1967, Rev Invest Salud
Publica 27 : 129-138.

Pérez Miravete A. 1867. Rev Invest Salud Publica 27: 262-

274,
Pérez Miravete A. 1969. Gac Med Mex 99: 107-128.

Continda...

el



Investigacién de Listeria monocytogenes en ninos con diagndstico
de meningoencefalitis.

Infeccién por Listeria monocytogenes.

Infeccién sistémica neonatal por Listeria monocytogenes.

Listeriosis neonatal. Reporte de tres casos.

Listeriosis in patients with connective tissue diseases

Meningoencefalitis por Listeria monocytogenes en nifos

inmunocomprometidos

Meningoencefalitis. Etiologla de 2121 casos confirmados
bacteriolégicamente.

Listeriosis neonatal: reporte de un caso

Listeriosis materno-fetal: reporte de tres casos

Identificacién de los gérmenes causantes de sepsis neonatal
temprana en ninos de alto riesgo en el estado de Yucatén.

Ramirez Aguilar A., A. Pérez Miravete y S. Trejo. 1367. Bol Med
Hosp Infant Mex. 24 : 655-658.

Filloy Y.L., G.E. Borjas. 1976. Bol Med Hosp Infant Mex. 33: 547-
553,

Solorzano Santes F., J.L. Arredondo Garcia, E. Udaeta Mora, F.J.
Ortiz Ibarrra, G. Echéniz Avilés, M. Beltrdn Zuhiga.1989. Bol Med
Hosp Infant Mex, 46 : 709 - 714

Bonfil A.A., S.L. Sénchez, A.L. Pineda y G.D.Villanueva. 1920.
Bol Med Hosp [nfant Mex. 47 : 437-438.

Kraus A., A.R. Cabral, J. Sifuentes Osornio, y D. Alarcén Segovia.
1294, J Rheumatol 21: 635 - 638,

Castrején Alba M., T. Mateo Balmelli .1997. Bol Med Hosp Infant
Mex. 54: 76-80.

Barriga Angulo G., N.H.Castillo Torres y L. Rojas Molina, 1997,
Patologia Clinica. 44; 241-244,

Montes OMG, G. Rodriguez, P. Casaubdn, C.L. Aldrete, H.L:
Molinar, R. Angeles, R. Herndndez y R. Pefia. 1999. Revista
Mexicana de Puericultura y Pediatria. 6 (34): 240-244,

Escédrcega H., R. Peraloza, O. Montes, R. Pefia, H. Godoy, M.
Megrin, R. Rodriguez y P. Anaya. 1993. Revista Mexicana de
Puericultura y Pediatrfa. 6 {35); 290-296.

Marrufo Olivares C., N. Arias C., L. Escalante Zapata, J.M. Pino
Rosado, W. Herrera, F. Vargas Quintal, J.L. Caceres Solis, C.
Ortegon Zapata, Alonzo-lleana, G.Dzib Rosado y J. Cuervo
Moguelfco. 2000. Rev. Biomed. 11{1}; $31-532

Fuente: 1 Indexadas en Medline. No fue posible consultarlas.; Sdnchez Rebolledo et a/., 1965; Ramirez Aguilar et al., 1967; Solérzano
Santos et af., 1989; Bonfil er a/., 1990; Kraus et al., 1994; Barriga Angulo et al., 1997; Castrején Alba et a/., 1997;
Maontes et a/., 1999; Escércega et &, 1999; Marrufo Olivares et al., 2000.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Impacto econdmico y social de la listeriosis

La listeriosis vehiculizada por alimentos gue tiene un elevado costo econémico v
social. Su letalidad, ubicada en 36 - 45% es alta (Siegman-lgra et al, 2002). Mead et a/.
{19298), estiman que Listeria causa el 28% de las muertes asociadas al consumo de
aiimentos en EUA. Mas del 11% de los recién nacidos y el 30% de los adultos que
sobreviven a una infeccion por Listeria en el sistema nervioso, quedan con secuelas
{Bula et al, 1995; Frederiksen y Samuelsson, 1992, citados por Rocourt y Cossart,
1997). Las secuelas ocasionadas por listeriosis en recién nacidos tienen un costo anual
estimado de 11.3 millones de délares y el impacto econdmico anual de los casos
agudos de listeriosis vehiculizada por alimentos en EUA, ha sido estimado en 2.3
billones de ddlares, considerando que por esta causa, son hospitalizadas 2,298 personas
de las cuales 499 mueren y 62 desarrollan complicaciones crénicas {ERS, USDA,
2002},

Consecuencias de la presencia de L. monocytogenes en fabricas de alimentos

La investigacidn de brotes (Linnan et al, 1988; Craig et al., 1997; Valk et al.,
2001) y casos esporadicos de listeriosis (Mclauchlin et &/, 1390; Loncarevic et al.,
1997) ha evidenciado que la contaminacién de los alimentos en los sitios donde son
elaborados, ha sido un elemento decisivo para que ocurra la enfermedad (Gravani,
1999; Cuadro 3). Estas investigaciones también han mostrado que la listeriosis
representa para los procesadores de alimentos un problema de seguridad de alimentos
que puede poner en riesgo la viabilidad de ias empresas {Linnan et al/, 1988;
Ryser,1999a). El brote de listeriosis por queso estilo mexicano ocurrido en Los Angeles,
California condujo a los propietarios a enfrentar pagos elevados por multa - $ 9, 300
délares-, investigacién - $ 617, 204 délares- y demandas de los afectados - $§ 700
miilones de délares- (Anonimo, 1986: Todd, 1988, citados pcr Ryser, 1999a). El brote
ocurrido en Suiza por consumo del queso Vacherin Mont d "Or tuvo un costo estimado
de 1.4 millones de délares (Waites et al., 1991, citados por Ryser, 1999a). En 1986, el

aislamiento en EUA de L. monocytogenes a partir de quesos importados de Francia



Cuadro 3. Casos de listeriosis asociados a productos lacteos contaminados en la fabrica donde fueron elaborados.

Lugar Ano Casos Muertos Alimento implicado Referencia
Boston, 1983 49 12 adultos Lechs pasteurizada, no 56 aislé L. Fleming et a/., 1985
Massachusetts, EUA 5 necnatos monocytogenes de la leche.
2 fetos Epidemiolégicamente [a leche fue el alimento
implicado.

Cantén de Vaud , SUIZA 1983-1987 122 31 Queso blando Vacherin Mont d“Or. La cepa Bille et a/., 1980 ;
causante del brote fue aislada del equipo y Gravani, 1999
bodegas de las queserias donde se elaboraba el
queso.

Los Angeles, EUA 1985 142 18 adultos Queso blando estilo mexicana. Linnan et al., 1988

10 neonatos L.monocytoganes del mismo fagotipo que sl
30 fetos de la cepa causante del brote fue aislada de (as
tinas y drenaje de la fabrica.

INGLATERRA 1988 1 C Queso blando “Anari”. MelLauchlin et a/.,
L. monocytogenes del mismo fagotipo gue el 1990
de la cepa aislada de la paciente fue aislada de
quesos Yy anaqueles de lugar donde se
elaboraba el queso.

lllinois, EVA 1994 66 o Leche con chocolate, Las cepas de L. Craig et a/., 1997
monocytogenes aisladas de pacientes, leche
con chogolate, drenaje ubicade abajo de la

| maquina llenadora vy de la valvula conectada al
pasteurizador fueron idénticas a nivel de
serctipo y patrones de macrorrestriccién de
CNA,
Helsinki, FINLANDIA 19399 25 No sefialado Mantequilla. La cepa de L. monocytogenes Lyytidinen et a/,, 2000

aislada de los pacientes fue idéntica a nivel de
serotipo y patrones de macrorrestriccidén de
DNA a los aislamientos encontrados en: ef
tornillo transportador de mantequilla y 2
drenajes ubicados debajo del contenedor de
mantequilla al que estaba insertado el tornillo
{gusano} transportador,

Fuente: Fleming et a/., 1985; Bille et a/., 1990 citados por Jay, 1992 ; Linnan et /., 1988; MclLauchlin et a/.,, 1990; Craig et &/., 1997;

Lyytidinen et a/., 2000.

al
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condujo a la devolucién de 300 toneladas de queso Brie elaboradas por cinco

productores franceses (Ryser, 1999b).

Frecuencia de Listeria en quesos

La frecuencia de L. monocytogenes en quesos ha sido estudiada en diversos
lugares. En Estados Unidos, Inglaterrra, Gales y varios paises europeocs, los porcentajes
oscilan entre 0.7% vy el 14.5% (Beckers et a/., 1987; Pini y Gilbert, 1988; Genigeorgis
et al., 1991; Greenwood et a/., 1991}. Ryser {1999¢c} enlista las frecuencias de Listeria
en 168 tipos de quesos elaborados en distintos paises y 9 elaborados en EUA, de estos
trabajos se aprecia que el rango de frecuencia de Listeria en quesos oscila del 0-87%,
pero que las frecuencias que predominaron fueron menores al 10% (Cuadro 4} ; la
investigacion que reportd frecuencia del 87 % fue un estudio en el que solo se analizaron

23 muestras de queso .

Cuadro 4. Andlisis de frecuencias de Listeria en 168 tipos de quesos
elaborados fuera de EUA.

Especie Rango Promedio Mediana Moda

L. monocytogenes 0-87% 4.62 % 1.25 % 0.00 %
L. innocua 0-42 % 6.59 % 24 % 0.00 %
Otras especies de 0-32% 2.89 % 0.0 % 0.00 %
Listeria

Fuente: Ryser, 19989¢c.

En México se encontré un 2 % de incidencia de L. monocytogenes en quesos
vendidos en el mercado de Chalco (Vizcaino Forcada y Mustre de Ledn, 1992), mientras
gue en queso tipo ranchero y panela vendidos en mercados de Guadalajara, Jalisco, se
reportan frecuencias del 23 y 27 %, respectivamente, (Luis Juan Morales ef a/., 1992a
y 1992b). En sus investigaciones, Luis Juan Morales (1994), observé que el 70% de
las muestras positivas de queso panela vy et 53% de las muestras positivas de queso
coincidentemente procedian de una misma poblacién donde estos productos se elaboran

artesanafmente.
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Importancia de los quesos blandos como vehiculo de L. monocytogenes

Los guesos blandos de baja acidez, junto con el paté son alimentos que se han
encontrado asociados a una gran cantidad de casos de listeriosis y son productos que
pueden soportar el crecimiento de grandes poblaciones de L. monocytogenes (Doyle,
1994). En su mayoria, los quesos antes de su consumo, no Se someten & un
tratamiento que sea capaz de destruir a L. monocytogenes: 70°C/4.6 £ 0.5 seg
(Bunning et al, 1986, citados por Lou y Yousef, 1999). Los quesos estilo mexicano han
sido ubicados como uno de los alimentos con mayor riesgo de ocasionar casos
esporadicos de listeriosis (Schuchat et a/., 1992, Pinner et al., 1992), ademés de haber

ocasionado brotes de esta enfermedad (Linnan et a/., 1988; Boggs ef al., 2001).

Producciéon de quesos blandos en México.

El queso fresco y la panela son productos de amplio consumo en México; de
acuerdo con la encuesta industrial mensual del INEG!, el volumen de produccion de
queso fresco vy panela en el primer cuatrimestre de 2001 ascendié a 15, y 4, millones

de kilos, respectivamente (INEGI, 2001).

Produccién artesanat de quesos en Jalisco

Al registrarse en 1998, una produccién bruta con valor de seis mil millones de
pesos, 1,346 unidades econdmicas y un promedio de 9,596 personas empleadas,
Jalisco es el estado con mas personas dedicadas a la elaboracién de productes lacteos
y se ubica en el segundo lugar nacional en produccién y nimero de establecimientos
dedicados a esta rama econdmica (INEGI, 2002). En la zona metropolitana de
Guadalajara y los municipios de Lagos de Moreno, y La Barca se ubican importantes
plantas que elaboran a nivel industrial productos lactecs, en tanto que poblaciones
como: Tapalpa y Jilotldan de los Dolores, son reconocidas por {a produccién artesanal
de quesos {Garcia Ramirez, 1996 y 2002). Las principales caracteristicas de la
produccién artesanal se presentan en el Cuadro 5, cabe reconocer que las actividades
artesanales relacionadas con la alimentacién se mantienen gracias a las

preferencias de los consumidores ({(Gran Enciclopedia Larousse, 1980).
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Cuadro 5. Algunas caracteristicas de la empresa artesanal.

e La elaboracion de los productos se ¢ Utilizacion de equipo lirnitado, a

hace siguiendc métodos tradicionales e menudo polivalente, que permite una
individuales, mayor flexibilidad de las tareas a
+ Predomina el trabajo manual. ejecutar.
» El nimero de trabajadores es pequeiic. * Se ubican cerca de las viviendas,
e La forma de trabajo excluye la contribuyendo a la vida social y a la
parcelacion de tareas. animacién de las ciudades y de las
« La mano de obra es el factor de zonas rurales.
produccién preponderante . « Tienen unas relaciones privilegiadas

con la clientela que resultan de la
calidad de los productos vy servicios
ofrecidos.

Fuente: Gran Enciclopedia Larousse, 1990.

En Jalisco, Los quesos de elaboracién artesanal se venden generalmente en los
mercados y tianguis. Al parecer no se cuenta con estadisticas de la produccién de
quesos a nivel artesanal, un indicio de la demanda que tiene el consumo de estos
quesos es “La cotijense”, una cremeria ubicada en el centro de Guadalajara, Jal, que

tiene mas de 70 afios vendiendo lacteos elaborados artesanalmente.

A partir de la informacién arriba sefialada, se desprende que la listeriosis humana
tiene consecuencias negativas importantes desde el punto de vista social y econémico,
ademas, se identifica que la frecuencia de Listeria monocytogenes en panela y queso
ranchero elaborados artesanalmente es mayor a la reportada en otros lugares pero se
desconoce como ocurre la contaminacion con Listeria de estos productos que son de

amplio consumo y son parte de la economia de varias poblaciones de Jalisco.
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JUSTIFICACION

Los elevados costos econdmicos y sociales que implican los brotes y casos
esporadicos de listeriosis (Ryser 1999a; Ryser 1999h: Mead et af,, 1999; ERS, USDA,
2002) han conducido a buscar medidas que controlen la presencia de L. monocytogenes
en alimentos.

El control de L. monocytogenes en alimentos comprende 3 aspectos: la
eliminacién o reduccién del patdgeno en las materias primas, la prevencién de la
contaminaciéon durante la elaboracidsn de los alimentos y la prevencion de la
recontaminacién y/o la inhibicion del patégeno en el alimento listo para su consumo
(Eklund et a/., 1995).

Goulet et a/. (2001), sefalan que el conjunto de medidas de control v prevencién
de la listeriosis vehiculizada por alimentos comprende:

* Monitoreo microbiolégico de ingredientes y alimentos.

¢ Eliminacién de fuentes de contaminacién en los sitios de elaboracion.

*« Reforzamiento de las medidas higiénicas en los puntos de venta.

*» Recomendaciones a pacientes inmunocomprometidos, ancianos y mujeres
gestantes para que eviten el consumo de ciertos alimentos v que consulten a
su médico en caso de presentar sintomas sugerentes de listeriosis.

s Concientizacion de los procesadores de alimentos y sus empleados mediante
programas de entrenamiento en higiene de alimentos.

s |ntroduccion del sistema de andlisis de riesgos y puntos criticos de control
(HACCP) en las plantas slaboradoras de alimentos.

Aplicando esta serie de medidas, en Francia se logré reducir en un 68% la incidencia de
listeriosis humana (Goulet et af., 2001}, La mavyor parte de esta reduccién se relaciona
con la introduccidn progresiva de medidas preventivas en la industria de alimentos pues,
at igual que en EUA (Tappero et a/., 1995) en Francia se encontrd una relacién temporal
entre: medidas preventivas en industria de alimentos, reduccidn de alimentos
contaminados con L. monocytogenes y disminucion de la incidencia de listeriosis

humana (Goulet et a/., 2001).
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Si bien en otros paises se ha investigado la presencia de Listeria en fabricas de
productos lacteos de tipo industrial {Cox et &/, 1989; Klausner y Donnelly, 19891,
Jacquet er al, 1993; Pritchard et al, 1994), al menos en nuestro pais se carece de
informacion sobre la contaminacién con Listeria de alimentos elaborados en forma
artesanal. La elaboracién artesanal y el consumo de quesos frescos son actividades
frecuentes en poblaciones dei estado de Jalisco. La elevada frecuencia de
contaminacidn con Listeria encontrada en quesos ranchero y panela que se expenden en
mercados de Guadalajara (Luis Juan Morales et a/,1992a y 1992b; Luis Juan Morales
19894) hacen necesario identificar los sitios donde ocurre la contaminacion de estos
alimentos con Listeria para establecer medidas que permitan su reduccién o eliminacién
de estos sitios, pues al tener nichos ecolégicos y caracteristicas fisiolégicas comunes, la
detecciéon de otras especies de [/steria puede ser un indicador de riesgo de
contaminacién con L. monocytoegenes ( Ryser, 1999b) y por ende riesgo de listeriosis.

Esta investigaciéon se ubica dentro de las actividades de relacionadas con la
inocuidad de alimentos, &rea que de acuerdo con la Organizacién Panamericana de la

Salud es competencia de la Salud Publica Veterinaria (Ruiz y Estupifian, 1992; OPS,
2002).
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HIPOTESIS

Las condiciones en gue se realiza la produccién artesanal de quesos frescos permiten
que se generen fuentes de Listeria que se perpetdan vy a partir de ellas y por diversos

mecanismos, el microorganismo contamina el producto.

OBJETIVOS

General

Determinar la participacién de las queserias artesanales en la contaminacién con

Listeria de los quesos frescos.

Especificos

1.- Determinar las fuentes y mecanismos que intervienen en la contaminacién

con Listeria durante la efaboracidn artesanal de quesos frescos.

2.- Identificar los puntos criticos para el control de Listeria durante la

elaboracién artesanal de quesos frescos.



Il. METODOLOGIA
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Este trabajo se realizd en la seccién de Microbioclogia Alimentaria del
Departamento de Salud Publica del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas vy

Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

Seleccion de las queserias artesanales

En un estudio previo (Luis Juan Morales, 1994) se identificé un municipio de
Zapotianejo, Jalisco, de donde procedian quesos positivos a Listeria que se vendian en
mercados de Guadalajara, Jal. Del 10 de febrero al 6 de marzo de 1997 se realizé una
encuesta en esa poblacién para investigar la ubicacién de queserias artesanales y los
procedimientos de elaboracién utilizados. El total de casas fue de 472, durante la
encuesta, 115 se encontraban deshabitadas, en 170 (36%) aceptaron saber hacer
queso vy en 58 (12%) se dedicaban a la elaboracién artesanal de queso (queserias). De
acuerdo con los datos proporcionados en 24 queserias, €l rango de leche procesada
osciié de 20 - BOQ litros/ dia, con una moda de 300 litros/dia. En esta poblacién se
considera que obtienen un 1 kg. de queso a partir de 10 litros de leche, de donde se
establece que el volumen de queso producido oscila entre 2 - 80 kg. por queseria. A
partir de los observaciones realizadas durante la encuesta, se eligieron 4 queserias, que
designamos con las letras A, B, C, y D. Las instalaciones, equipo, personal y procesos
de elaboracién {(Cuadro 6 y Fig. 3) de las queserias seleccionadas fueron
representativas de las queserias de esa poblacion, ademds, la distancia minima entre
las queserias participantes fue de 400 metros y ni los propietarios ni los proveedores de

leche tenfan relacién con otra de las queserias seleccionadas.

Periodo de muestreo y muestras recclectadas

Del 10 febrero de 1999 al 9 de octubre del 2000 se realizaron 48 visitas a las
queserias; entre 11 - 15 visitas por queseria, con el fin de observar los procesos de
etaboracion de los quesos vy, recolectar muestras de los ingredientes, cuajadas, equipos

y superficies empleadas, enseres de limpieza y de los quesos producidos.



Cuadro 6. Caracteristicas de las queserias artesanales en un municipio de
Zapotlanegjo, Jal.

Personal

El propietario y/o sus familiares se encargan de elaborar el
queso, cuando asi lo requieren contratan de 1-5 empleados,
generalmente mujeres,

El personal realiza mas de una actividad durante el proceso de
elaboracién,

Gensgralmente el propietaric se encarga de vender el queso en
tianguis o de distribuirlo en mercados de la zona metropolitana
de Guadalajara.

No existen labores o procedimientos que requieran de personal o
maquinaria especializada.

Instalaciones

Cuarto y/o corredor anexo o dentro de la casa del quesero, provisto
de :

Mesas de madera y pretiles de cemento (liso) con frecuencia
recubierto de azulejo o fibra de vidrio
Cilindro de gas

 lavadero
Equipo » Tinas y botes de pldstico o ¢ Moldes de pequefias
fibra de vidrio, de diferentes dimensiones acordes a los
capacidades, empleados para diferentes tipos de queso que
cuajar la leche. se elaboran: h
+ Baldes o pequefios recipientes 1. Aros de metal de 7.5
de plastico para extraer vy a 13. &5 com de
transportar suero. didmetro y 2 a 4.5 cm
* Palas de madera, coladeras y de altura, para la
cucharas de metal propias de elaboracién de queso
cocinas domésticas ranchero.
s Costales de tela para filtrar la 2. Rectangulos de
leche madera ;largo: 12-15

Cuadros de tela para moldear cm x 10 cm de ancho

queso adobera x 7.5 - 10 ¢m de alto,

. " o para la elaboracién de
Chiquihuites de “carrizo” de Leso adobera
25 a 33 cm de didmetro . a ,, w

. 3. Canastos de “otate” o

Costales de pléstico para "carrizo” de 10 - 17
escurrir cuajadas de queso cm de didmetro, para
fresco y adobera la_ elaboracién  de
Molino de mano con panela.
adaptacién para un motor de
% hp. 0 un pequeiio molino
de carnicerfa para moler la
cuajada.
Quemadores de gas v cazos
para la obtencién de requesdn

« Refrigeradores o una pequefa
cédmara de refrigeracion,

e Cepillos de fibra vegetal
{escobetas) o de plastico y
Escoba o cepillo grande de
plastico para la limpieza.

25
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Figura 3. Diagrama de elaboracién artesanal de quesos Panela, Fresco v Adobera.
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En cada queseria se muestrearon de 23 a 24 puntos distintos (Cuadros 7 vy 9} vy
cada punto fue muestreado en 3-4 ocasiones, colectdndose un total de 379 muestras
{92-95 muestras por queseria). El intervalo de muestreo de un mismo punto fue
generalmente de un mes, aunque en algunos casos este intervalo fue distinto debido a
que el punto a muestrear no estaba disponible el dia en que se iba a recolectar la
muestra.

Las muestras de leche se tomaron de una muestra compuesta {pool) de 4 - 10
litros que incluia al menos medio litro de leche de cada una de las céntaras en que
llegaba la leche a las queserias. Del poo/, se tomaron 2 submuestras: una de 250 mi (a)
y otra {b) consistente en una torunda de Moore (Wells et a/., 1971} por la cual se filtré
el pool restante después de haber tomado la muestra {a}; restando el peso inictal de la
torunda -13.5 g- el peso de la torunda después de filtrar la leche fue de 42 - 80 g. El
procedimiento de filtrar la leche a través de la torunda se realizé para tener mayores
oportunidades de aislar Listeria a partir de lache, considerando que este procedimiento
se ha reportado como mas sensible para el aisiamiento de Sa/monelfa en leche (Wells et
al., 1971). La torunda se analizé de igual forma que la muestra {(a}.

Las muestras de equipos y superficies se tomaron empleando gasas (10x 10 cm
con 4 capas) humedecidas con diluyente de peptona (peptona de caseina al 0.1%). Se
empled una gasa por cada 200 ¢m?, la cual se humedecié solo cuando las superficies a
muestrear se encontraban secas. Para el muestreo de manos, se utilizé una gasa seca
por persona, pues, en todas ias ocasiones, las manos se encontraban hdmedas.
Generalmente las telas para colar la leche y moldear el queso adobera se humedecian
antes de su uso, por esta razén, en cada queseria se recolectaron de esos puntos 2
telas secas y 2 hiimedas, excepto en la queseria D, donde no humedecian el costal para
filtrar la leche.

Las muestras de quesos se obtuvieron a partir de un pool de rebanadas de 4 - 8
piezas de queso. Las gueserias elaboraban quesos de distintos tamanos, por lo que el
peso de las piezas oscilé entre 150 - 1,400 g, dependiendo del tipo de gueso. El
volumen de muestra compuesta se establecid eligiendo el criterio senalado por la ICMSF
{international Comission for Microbiological Specifications for Focds: Comisién

internacional para Especificaciones Microbiol6égicas de Alimentos) con relacién a planes
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de muestreo de Listeria en productos lacteos que corresponde a la categoria 14: ” El
microorganismo implica un dafio severo a la salud y las condiciones bajo las cuales se
espera sea manejado y consumido el alimento después del muestreo, no cambia la
importancia del riesgo” (Grace et al.,1992). Bajo esta categoria, se recomienda que el
volumen de la muestra compuesta sea de 750 g de producto, esto se redondeé a 800 g

para manejar piezas completas de queso y porciones minimas de 100 g.
Anélisis microbiolégico de las muestras

Las muestras fueron transportadas y mantenidas en refrigeracién hasta su

anélisis, dentfo de las 24 h posteriores a su recoleccién.

Prueba de inhibidores
A partir de la muestra con 250 ml de leche se realizé la prueba BSDA (Bacillus
stearothermophilus Disk Assay) para la deteccién de inhibidores microbianos en leche

(Maturin, 1995) (Fig. 4).

Aislamiento e identificacion de Listeria

El procedimiento seguido para el aislamiento e identificacién de Listeria en
gqueserias artesanales (Fig. 5 y Cuadro 8), se disefié con base a los esquemas
propuestos por la FDA en 1987 y 1995, asi como el propuesto por el USDA en 1989,
Se utilizé el caldo de enriquecimiento propuesto por la FDA en 1988, los medios de
aislamiento recomendados por el USDA en 1989 vy se siguié el esguema de
identificacién a nivel de género y especie propuesto por la FDA en 1895 (Lovett, 1988;
Kornacki et a/., 1993; Hitchins, 1995 ). Se seleccionaron 1-6 colonias sospechosas en
los medios de aislamiento empleados: Agar Feniletanol-Cloruro de Litio-Moxalactam
(LPM) y Medio de Oxford Modificade (MOX). La concentracion de cloruro de litio del
MOX se disminuy6 a 10g/litro pues a la concentracidén recomendada {15g/litro. Ryser vy
Marth, 1999) se observé que el medio era inhibitorio para algunas cepas de Listeria. De
los aislamientos identificados como L. monocytogenes, se selecciond un aislamiento de
cada muestra para su tipificacién serotégica, la cual fue realizada por personal del

Instituto Pasteur en Paris, Francia.



Cuadro 7. Muestras recclectadas en queserias artesanales.

CATEGORIA

MUESTRA

MOMENTO DE MUESTRED

VOLUMEN COLECTADO/SUPERFICIE MUESTREADA

INGREDIENTES

CUAJADAS

PropucTos

Leche

Cuajo

En cédntaras al momento de llegar a la
queserfa

Contenido de la botella que se utilizd
para cuajar el dia del muestreo

% a1 litro por céntara formdndose un pool de 4 - 10.5
litros del cudl : a) se colectaron 250 ml y b) Se filtrd la
leche restante a través de una torunda de Moore

50 ml

Cuajada para Panela y
Queso Ranchero

Cuajada para Queso
Adocbera

En tinas, antes de llenar canastos o
pasar a costal

En costal, antes del acondicionamiento
manual

250 g

250 g

Panela

Queso Ranchero

Queso Adobera

Producto refrigerado listo para su
venta

Producto refrigerado listo para su
venta

Producto refrigerado listo para su
venta

Rebanadas de 6-8 quesos, tomando al menos un quesc
de cada tipo de presentacién { 400 - 1200 g}. Peso de
la muestra compuesta : 800 g

Rebanadas de 8 quesos, tomando al menos un queso de
cada tipo de presentacién (100 - 400 g). Peso de [a
muestra compuesta: 800 g

Rebanadas de 8 quesos, tomando al menos un queso de
cada tipo de presentacidn {500 - 1600 g). Peso de [a
muestra compuesta: 800 g

Continda...

6¢



EcuiPo

Costal para colar leche

Tela para moldear queso

Recipientes para cuajar

Mezclador {Palita de
madera}l

Equipo para Extraccién de
Suero

Costales para Cuajada

Molino

Moldes de Madera

Moldes de Metal

Seco al Inicio de jornada { 2 costales
en queserfas A, B y C: 4 costales en

queserfa Dj}.

2 Himedos antes de emplearse en

queserias A,B, vy C.

2 Secas al inicio de jornada

2 Hdmedas antes de emplearse

Inicio de jornada

inicio de jornada

Inicic de jornada

Secos, al inicio de jornada

Inicio de jornada

inicio de jornada

Inicio de jornada

27-43¢cm?

13- 320 cm?

5, 500 cm? - 9, 700 cm °: Fondo de 1-5 recipientes
con didmetros de 35 a 100 cm. 1 gasa por cada
recipiente.

60 - 300 cm? : 1-2 gasas.

~ 200 - 1200 cm? : Superficies internas y externas de

recipientes y coladeras. 1-4 gasas.

1.5 -4.5 m?, dependiendo de las dimensiones interiores
de 1-3 costales. 2-5 gasas.

Interior de 1 molino, superficie sin determinar. 1-2 gasas

3, 500 cm? : Interior de 8 moldes, muestreando 2-4
moldes de cada tamafio. 1 gasa para 2 moldes.

200 - 400 cm?: Interior de 2-3 moldes. 1 gasa por molde

Continda....

ot



SUPERFICIES EN
CONTACTO CON
LOS PRODUCTOS

Piso

ENSERES DE
LiMPIEZA

Canastos Panela

Chiguihuite

Antes de llenar con cuajada

Inicio de jornada

800 -1200 cm? : Fondo de 8 canastos con didmetros de
10.5-17 ¢m.
1 gasa para 2 moldes.

500- 1800 ¢m? : Fondo de 1-3 canastcs con didmetros
de 25- 35 cm.

Superficies empleadas
para Elaboracién de
Productos
Refrigerador

Manos del Personal

Inicio de jornada

Inicio de jornada

Ourante la manipulacién de cuajadas y

productoes.

1000 cm?® . 1 gasa por cada 200 cm?

1000 cm? : Anaqueles, Parrillas y Cajas conteniendo
proguctos.

1-5 gasas: 1 gasa por persona para ambas manos

Pisos del éarea de
elaboracidén vy de cdmara
de refrigeracion

Antes del inicio de jornada

1000 cm?: 500 cm? de coladeras, 250 cm? del drea de
elaboracién y 250 cm? del 4rea de refrigeracién. 1 gasa
por cada 200 em? .

Escobeta o Cepillo para
limpieza de canastos y
superficies

Escoba

Inicio de jornada

Inicio de jornada

1-3 gasas: 1 gasa por escobeta o cepillo

1-2 gasas: 1 gasa por escoba

LE



DETECCION DE INHIBIDORES EN LECHE
Método cualitativo con disco de papel fiitro empleando Bacillus stearothermophilus

PROCEDIMIENTO

Examen Presuntivo

Muestra (500 ml)
Transportada a 4°C
Realizar la prueba dentro de las 48 h post recoleccion

v

Agitar 25 veces en 7 segq., Examen Confirmatorio)

e 30 - . .
__ enun arco d cm © {Muestras positivas en examen presuntivo)
invertir 25 veces el recipiente

Tomar 90ul (evitando la espuma) Calentar a 82 °C/2 min
dentro de los 3 min posteriores a la agitacidn

¢ - —————-=-=--5 Enfriar rapidamente hasta alcanzar
temperatura ambiente

|

[ I
90 ul 5 ml

Depositar en disco colocado en Agar
Medio P, inoculado con 10° esporas/ml de
B. stearothermophilus ATCC 10149

+

|
[
!
I
!
I
Incubar a 64°C * 2°C/2.5-3.5 h ! J,
|
!
I
I
!

¢ Adicionar 0.05 ml

, T de penicilinasa
Medir zonas de inhibicién

v

Interpretacidén

’ S

Continua. ..
Figura 4. Deteccién de inhibidores microbianos en leche (Bishop et al, 1992; Maturin, 1995.)



DETECCION DE INHIBIDORES EN LECHE
Método cualitativo con disco de papel filtro empleando Baciflus stearothermophilus

INTERPRETACION

Examen Presuntivo

Disco control Muestras
90 ul de soln. con 0.008 Ul/ml de penicilina |

zonas de inhibicién zonas de inhibicidn
I — .
[ l =14 mm =16 mm
ausente o distinta 16 - 20 mm +
a 16 - 20 mm v
i sensibilidad adecuada Positive a inhibidores
Repetir examen Resultados validos Negativo a inhibidores  Realizar examen confirmatorio
Examen Confirmatorio
Disco control Disco sin Penicilinasa
(Ver Examen
presuntivo) o0 I I ]
ausencia de zona =16 mm 216 mm =16 mm
de inhibicién + ausencia de + zona de + zona de
inhibicidn en disco inhibicion de igual inhibicién al menos 4 mm
con penicilinasa tamarfio a disco mas pequena que la del
v ¢ con penicilinasa disco sin penicilinasa
La leche pudo contener . ) ¢ 4'
un inhibidor termolabil Positiva para residuos . L
beta-lactamicos Positiva para inhibidores Positiva a
distintos a residuos beta-lactdmicos y a
beta-lactamicos otro{s) inhibidores

Continuacién...Figura 4. Deteccion de inhibidores microbianos en leche (Bishop et al., 1992; Maturin, 1995).

et
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MUESTRA
Leche Torunda de Cuajadas y Telas Equipo, Superficies, Piso
Moore Productos y Enseres
(25 ml) (40-80 @) (25 @) (13-320 cm? (1-6 gasas)

4

225 ml Caldo Enriquecimiento Listeria (CEL)

HOMOGENEIZAR / 2 min
' (Solo Cuajadas y Productos)

INCUBAR
30 °C

10 microlitros

r

'
i

| Medio de Oxford Modificado (MOX)" |
I
30 °C / 48 h 35 °C / 48 h
1
ILUMINACION DE HENRY
L

v
COLONIAS TIPICAS
v
Agar Soya Tripticasa-Extracto de Levadura (ASTEL)

l
35 °C/48 h

¥
PRUEBAS DE IDENTIFICACION?

t LPM = Agar Feniletanol-Cloruro de Litio-Moxalactam.
1 Se modificd la concentracién de Cloruro de Litlo de este medio. Se prepard con 10 g/litro
en fugar de 15 gflitro indicado por Ryser y Marth.: Listeria, Listeriosis and Food Safety. 199

§De acuerdo con las recomendaciones de Hitching, 1995, FDA Bacteriologlcal Analytical Manual,
7th Edition. A.O.A.C., Arlington, VA,

Figura 5. Técnica para el aislamiento de Listeria en queserias artesanales.



Cuadro 8. Pruebas empleadas para la identificacion de Listeria a nivel de género y especie.

Prueba Especie
monocytogenes ivanovii innocua welshimeri seeligeri grayi
lluminacién de Henry + + + + + +
g Catalasa + + + + + +
=4
& Gram (KOH 3%) + + + + + +
g Morfolegfa microscdpicat + + + + + +
C a g
© Movilidad en SIM + + + + + +
o
« T .
2 Hidrolisis de Esculina + + + + + +
s Fermentacién de carbohidratos
° .
Glucosa + + + + + +
Maitosa + + + + + +
Manitol - - — - - +
b Ramnosa + — Y2 v _ vV
3
=% Xilosa — + - + + —
3
< Hemdlisis B} + + — — + _
°
S CAMP
3
T S. aureus + - - - + NDE-
o
2 .
2 R. equi —_ + — - — ND
=
Reduccidon de nitratos — - — — — vV

tBacilos cortos regulares de extremos redondeados, aigunas veces casi cocoides; solos, en cadenas cortas, en empalizada o agrupaciones en formas V. Y.(Rocourt, 1999)

1 Variable

§ Picadura en sangre de ovine @ No detarminado.

Fuente: Adaptada de Hitchins, 1995.

g
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Globales

Listeria fue aislada en 113 (30 %) de las 379 muestras recolectadas
(Figura 6), 22 de los 24 puntos estudiados fueron positivos al menos en una
ocasién {Cuadro 9). No se aislé Listeria de las muestras de leche y cuajo.

Solo una muestra de leche, de la queserfa C, fue positiva a inhibidores
microbianos, tratdndose de inhibidores termolébiles, aparentemente en pequena
cantidad (halo de 15 mm). Ninguna muestra fue positiva a residuos

antimicrobianos.

Positiva 16% I—E. Limpieza

[ (113muestras)

6% [—Piso

20% 1§ Superficies

Negativa — )
{266 muestras) 70% 45% |—Equipo

99, |~ Productos

4% ]|~ Cuajadas

. . ) Enseres
Ingredientes Cuajadas Productos Equipo Superficies Piso de Total
Limpieza
Positivo 0 4 10 51 23 7 18 113
Negativo 32 28 38 120 25 9 14 266

Total 32 32 48 171 48 16 32 379

Figura 6. Frecuencia de Listeria en queserias segun categoria de muestra.
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Las marcas de cuajo utilizadas en las queserias fueron “Guadmex” e
“Imperial”; de acuerdo con la etiqueta de los fabricantes, este ingrediente
contiene: agua, sal yodatada, alcohol etllico, popilenglicol, enzima proteolitica
proveniente del cuarto estoémago de ternera, 1.9 % de propionato de sodio y 0.1

% de benzoato de sodio.

Las muestras con mayor frecuencia de aislamiento de Listeria fueron : la
escoba, el refrigerador, el chiquihuite, los recipientes para cuajar y las superficies
donde se elaboran los quesos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Muestras positivas a Listeria en queserias, segun tipo de muestra y
queseria.

CATEGORIA TIPO DE MUESTRA MUESTRAS | POSITIVAS TOTAL
Queseria Positivas/
Estudiadas
A B Cc D
Ingredientes Leche 0 0 o} 0 one
Cuajo o} 0 0 0 oMne
Cuajadas Cuajada para Panela y 1 0 0 1 216
Queso Ranchero
Cuajada para Queso 2 0 o 0 2/186
Adobera
Praductos Queso Ranchero 1 0 0 0 116
Queso Adobera 3 0 0 0 3/16
Panela 3 0 3 0 6/16
Equipo Costal para estilar cuajada NE‘ o 1 ¢ 112
Mezclador 0 28 0 0 2015
Moldes de madera 2 4] Q 0 2116
Moldes de metal 1 1 0 0 216
Tela para moldear queso 2 1 1 0 416
Costal para colar leche 2 1 2 0 5/16
Molino 4 o} 1 0 5/16
Canastos para panelz 3 1 2 o 6/16
Equipo para extraccién de 4 3 6} 0 716
suaro
Recipientes para cuajar 1 4 2 1 816
Chiquihuite 4 3 2 0 916
Superficies Manos 1 0 2 1 4116
Superficies empleadas 4 3 1 G 8/16
para elaboracidn de
productos
Refrigerador 3 2 4 2 11/16
Piso Pisos del 4rez de 1 4 1 1 7116
elaboracidn y de cdmara
de rafrigeracién
Enseres de Escobeta o cepillo para 4 2 0 0 616
limpieza limpieza da canastos y
superficies
Escoba 4 4 3 1 12116
TOTAL Positivas/Estudiadas 50/92 31/95 25/96 7/96 113/279

t De cada tipo de muestra se colectaron 4 muestras en cada queseria excepto lo sefialado
en tos sfmbolos 5 . § Sdlo 3 muestras. § No Existe.
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Las muestras de los recipientes para cuajar, refrigerador, escobay piso,

fueron positivas en las 4 queserias (Cuadros 9, 156, 16, 17 v 18).

Especies aisladas y productividad de los medios de aislamiento

Las especies de Listeria aisladas fueron: L, monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri y L. ivanovii; predominando los aislamientos de L. monocytogenes y

L. innocua (Cuadro 10).

Cuadro 10. Frecuencia de aislamientos de especies de Listeria en queserias.

Especie Aislamientos
L. monocytogenes 68
L. innocua 52
L. welshimeri 14
L. ivanovif ) 1
Listeria spp. 2
Total 137"

t No coincide con el total de muestras positivas, porque en algunas muestras
se aislé mas de una especie.

La productividad de los medios de aislamiento empleados se presenta en los
cuadros 11 y 12. La mejor recuperacién de Listeria a partir de las muestras
estudiadas se obtuvo en el agar LPM a partir del Caldo de Enriguecimiento con 48
h de incubacién.

Tanto por el agar LPM como por el agar MOX, fue posible aislar L.
monocytogenes, L. innocua y L. welshimeri, con mayor nimero de aislamientos en
el agar LPM; el dnico aislamiento de L. /vanovif se obtuvo en el agar MOX
(Cuadro 12). Hubo 2 aislamientos obtenidos en el agar LPM cuya identificacién a
nivel de especie no fue posible por haber sido dudosas las pruebas de CAMP con
S. aureus y la de fermentacién de xilosa, posiblemente fueran L. seeligeri o

welshimerr.
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Cuadro 11. Productividad de los medios de aislamiento seg(n tiempo de
incubacion del medio de enriquecimiento y queseria.

Fabrica Agar LPM' Agar MOX'
CEL’ 24h CEL 48 h CEL 24 h CEL 48 h
A
{50 muestras positivas) 319 48 24 35
B
{31 muestras positivas) 23 30 24 29
C
{25 muestras positivas) 14 23 156 20
D
{7 muestras positivas) 5 7 5 6

t Agar Feniletanol-Cloruro de Litic-Moxalactam.

9 Agar Medio de Oxford Modificado

& Caldo de Enriquecimiento para Listeria incubado a 30°C por 24 h vy 48 h.
) Muestras positivas obtenidas por esta via de aislamiento.

Cuadro 12, Aislamientos de especies de Listeria segun medio empleado y

queseria.
Queseria LPM' MOX!
L.m' Lin  Lw Lspp. Lm Linn Lw Liv
A 47 5 2 0 34 5 1 0
B 0 3 0 0 0 29 0 0
C 18 6 10 2 20 5 5 1
D 0 7 1 0 0 b 1 0
Total 65 49 13 2 54 44 7 1

t Agar Feniletanol-Cloruro de Litio-Moxalactam,
Y Agar Medio de Oxford Modificado
§ L.m: L. monocytogenes. L.inn: L. innocua. L.w: L, welshimeri. L. iv: L. ivanovii.
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Ciclo de produccion y practicas observadas en queserias

La produccion de gquesos en las gueserfas implica un ciclo de actividades
que se llevan a cabo en dos turnos durante los 7 dias de la semana (Cuadro 13)
las visitas para observacién y recoleccién de muestras se llevaron a cabo durante
la jornada matutina, en todas las queserias se realizé al menos una visita en cada
uno de los distintos dias de la semana para ver si existian practicas gue se lievaran
a cabo en determinados dias. Durante las visitas realizadas a las queserias se
observaron al menos en una ocasidon, una serie de situaciones y practicas de
limpieza enlistadas en el Cuadro 14 que en su mayoria ocurrieron en las 4
queserias visitadas que sirven de base para establecer las formas en que pueden
ocurrir contaminaciones durante la elaboracién y almacenamiento de los quesos en

las queserias.

Cuadro 13. Ciclo de produccién en queserias.
Hora Actividades

9-11h Recepcion vy cuajado de leche Limpieza inicio de jornada
11 -15h Elaboracién de: Panela, Queso
Ranchero y Requesdn.

Preparacion de cuajada para Queso

Adocbera.
Molienda y moldeo de Queso
Adobera
11 -17h Retorno de vendedores y producto
no vendido
14 -17h Limpieza v fin de jornada matutina

17 -20h Envoltura con pldstico
autoadherible {emplayado) de
(ueso Adobera

18 -20h Recepcién y cuajada de leche
20-24h Elaboracién de Panela, Requesén y {Posiblemente, lavado de
Queso Asadero ' recipientes para cuajar
4- 7h Envio de quesos a Guadalajara

t Queserias A y C



Cuadro 14. Situaciones y practicas observadas en gueserias.

Situacion o Practica

Queseria

B

Ingreso de lecheros hasta el drea de
proceso

—

Enjuagado de céntaras en drea de
proceso

Residuos de agua en el interior de los
recipientes para cuajar después de haber
sido lavados

Contacto de los bordes y del interior de
los recipientes para cuajar con el piso ¢
con el fondo externo de otros recipientes

Equipo para extraccién de suero en
contacto con el piso

Personal alternando operaciones de
limpieza con manipulacion de cuajadas sin
una adecuada higienizacién de las manos

Manipulacidn de cuajadas después de
tocar el fondo externo de recipientes para
cuajar

Contacto de cuajada con parte externa de
canastos y chiquihuites

Residuos de suero, cuajadas en
superficies y equipo

Residuos de queso en refrigeradores

Contacto de quesos con superficies del
refrigerador o con el fondo externo de las
cajas empleadas en el almacenamignto en
refrigeracién

Encharcamiento agua-leche-suero en drea
de proceso

Encharcamiento de agua y/o suero en
refrigeradores

Goteo de condensadores en cdmaras de
refrigeracién

Empleo de los mismos enseres de
limpieza en dreas de proceso y de
refrigeracién

Parrillas en contacto con pasto durante la
limpieza del refrigerador

Anaqueles de madera en contacto con el
piso durante la limpieza de la cdmara de
refrigeracion

Rejillas de drenaje abiertas en drea de
proceso

Presencia de animales cerca del drea de
proceso

Introduccion con la escoba de poivo del
exterior al drea de proceso

Continua...

42
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Continuacidn....Cuadro 14. Situaciones y practicas observadas en queserias .

Situacién o Practica Queseria

A B C D
Tratamiento térmico {Agua caliente .
> 70 °C/27 minutos) a canastos para
panela dos veces por semana (cada
tercer dia)
Aplicacién de suero caliente (90°C) a .
chiquihuites y mantas antes de depositar
en ellos requesodn
Cepillado de camara de refrigeracién, .
empleando agua y jabdn, 2 veces por
semana {cada tercer dla}

Lavado diario de telas con agua vy jabén . .
inmersién de costales y moldes en agua o .
suero caliente

Lavado de costales ¢con agua y jabdn . .
Enjuague con agua de las superficies para . . .

elaboracion del queso al inicio v fin de |a
jornada matutina

Cepillado y enjuague con agua .
{ocasionalmente también con jabén} de
superficies para elaboracién de queso al
inicio y fin de la jornada matutina
Vaciado al drenaje, de agua 0 suero &
caliente al menos 1 vez al dia
tPréctica observada al menos una vez en la queseria.

Queseria A

De las 92 muestras recolectadas, 50 (54 %) fueron positivas a Listeria, 20
de los 23 puntos muestreados, fueron positivos al menos en una o0casién
{Cuadros 9 y 15); en esta queseria no emplean costales para estilar |a cuajada,
sino que la colocaban directamente en los chiguibuites. LLas especies aisladas
fueron: L. monocytegenes, L. innocua y L. welshirneri. Listeria monocytogenes tue
aislada de 48 muestras y de todos los puntos que fueron positivos ep esta
queseria. Listeria innocua se aisldé de 7 muestras, 4 de ellas conjuntamente con L.
monocytogenes y en 2 como unica especie. Los puntos de donde se aislo L.
monocytogenes fueron: escoba, pisos, escobetas y chiquihuite. Listeria welshimeri
se aislé conjuntamente con L. monocytogenes a partir del costal para colar la
leche y del molino en la misma visita. Los serotipos de L. monocytogenes
presentes en esta queseria fueron: 4b, 1/2 inmévil, 1/2a, vy 1/2b encontrados en

1, 2, 7 y 38 muestras, respectivamente {(Cuadro 15).



Cuadro 15. Especies y serotipos de Listeria aislados de la queseria A segin muestra v fecha de muestreo.

Muestra Fecha
08-02-99 23-04-99 07-06-39 10-09-99 28-11-99 21-02-00 12-0%-00 9-10-00
(0)T (21} (4) (B} (9 (12) (19) (201
Cuajada para Panela y Queso L.m. 1;f2b‘i
Ranchero
Cuajada para Cueso Adobera L.m. 1/2a {.m. 1/2b
Panela L.m.1/2a L.m.1/2a L.m. 1/2b
Queso Ranchero L.m 1{2b
Queso Adobera L. 1/2b Lm. 1/2b L.m. 1/2b
Costal para colar leche (himedo) L.m. 1/2b L.m. 1/2b
L.welshimeri
Tela para moldear queso (humeda) Lo 172b L., 4d
Recipientes para cuajar Lo 1/2b
Equipo para extraccién de suero L.m. 1/2b L.m. 1/2b L.m. 1/2b L.m 1{2b
Molino L.m.1/2a L.m. 1/2b L.m. 1/2b L.m. 1/2b
L. welshimeri
Moldes de madera L.m.1i2a L.m 1/2b
Moldes de metal Lm 1/2b
Canastos para panela L.m.1/2a L.m 1/2b L.m. 1/2b
Chiquibuite L.m. 1/2b Lom. 12 inmovil, L.m. 1/2b L.m. 1/2b
L.innocua
Superficies empleadas para L.m 1/2b L.m 1/2b L.m. 1/2b L.m. 172 inmévil
elaboraci%n de productes
Manos L.m. 1/2b
Refrigerador L.m 1/2b Lo 1/2b L.m. 1/2b
Pisos L.innocua
Esccbeta para limpieza de canastos L.m1/2a L.m. 1/2b L.m. 1/2b L.m. 1/2b
y superficies L.innocua L.innocua
Escoba L.m 1/2b Lm 1i2b L. 1/2b
L.innocua l.innocua L.innocua
Total de muestras positivas 7 9 12 9 4 4 4 1

t Meses transcurridos después del primer muestreo.

T L.m.: Listeria monocytogenes serotipos 1/2a, 1/2b,1/2 inmévil v 4d.

v
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Queseria B

Treinta v una {32%)} de las 95 muestras recolectadas fueron positivas, 13
de los 24 puntos muestreados, fueron positivos (Cuadros 8 v 15). Listeria innocua
fue la Unica especie aislada en 8 de las 13 visitas realizadas a este lugar (Cuadro

16).

Queseria C

De las 96 muestras recolectadas, 25 {(26%), fueron positivas,
correspondiendo a 13 de los 24 puntos de muestreo (Cuadros 9 v 17). Se aislaron
las especies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri vy L. ifvanovii.
Comparada con las otras queserias, en esta queseria se encontré la mavor
frecuencia de aislamientos de L. welshimeri. Listeria monocytogenes serotipo 4b

fue aislada en 19 (76%) de las muestras positivas {Cuadro 17).

Queseria D
Solo 7 {7%) de las 96 muestras fueron positivas a Listeria. Los aislamientos
se hicieron de muestras recolectadas en 3 de las 11 visitas realizadas y a partir de
6 de los 24 puntos de muestreo {Cuadros 9 y 18). Listeria innocua fue aislada en
las 7 muestras y L. wefshimeri en una sola ocasién de una muestra de la cdmara

de refrigeracion (Cuadro 18).



Cuadro 16. Especies de Listeria aisladas de la queseria B segun muestra y fecha de muestreo.

Muestra Fecha
15-03-99 10-05- 98 14-06-99 17-08-99 15-02-00 18-03-00 06-05-0C 12-05.00
(o) (2) (3) (5] (11 (12} (14) (18}
Costal para colar leche (humedo) L. innocua
Tela para moidear queso (humeda) L. innocua
Recipientes para cuajar L. innocua t. innocua L. innocua L. innocua
Mezclador L. innocua L. innocuea
Equipo para extraccién de suero L. innocua L. innocua L. innocus
Moldes de metal L. innocua
Canastos para panela L. innccua
Chiquihuite L. innocua L. innocua L, innocua
Superficies empleadas para L. innocua L. innocua L. innocua
elaboracién de productos
Refrigerador L. innocus L. innocua
Pisos L. innocua L. innocua L. innocua L. innocua
Escobeta para limpieza de canastos L. innocua L. innocua
y superficies
Escoba L. innocua L. innocua L. innocua L. innocua
Total de muestras positivas 5 5 5 7 4 1 3 1

T Meses transcurridos después del primer muestreo.

9v



Cuadro 17. Especies y serotipes de Li/steriz aislados de la queseria C segun muestra y fecha de muestreo.

Muestra Fecha
03-05-99 24 - 05- 9% 26-06-99 20-08-9% 08-12-99 18-03-00 18-09-00 9-10-00
(O)t {0.75) {1.75) (3) {7} {10} {16) 117}
Panela L.m. 4b1 L. innocua L.m. 4b
L. welshimerr L. welshimeri
Costal para colar leche (thimedo) L.m. 4b L.m. 4b
L. ivanovii
Tela para moldear queso (humeda) L.m. 4b
L. innocua
Recipientes para cuajar 1. 5p_§ Lom NDg
Costal para estilar cusjada Lom. NTH
Molino {.m, 4b
Canastos para panela t.m. 4b I.m. 4b
L. wealshimeri
Chiquihuite L.m. 4b L. welshimeri
L. innocua
L. welshimeri
Superficies empleadas para L. welshimeri
elaboracién de productos
Manos L.m. 4b L.m. 4b
Refrigerador L. 4b L.m. 4b L.m. 4b L.m. 4b
L.m. innocua L. welshimeri L. innocua L. welshimeri
L. welshimeri
Pisos I.m. 4b
Escoba L. sp. {.m. 4b t.m. 4b
L. walshimeri L. innecua
L. welshimeri
o
~J
Total de muestras positivas 3 5 2 8 3 1 2 H

t Meses transcurridos después del primer muestreo. Y L.m.: Listeria monocytogenes serotipo 4b

Non designé.

tt L. monocytogenes no enviada a tipificacion.

. § Listeria sp. @ L. monocytogenes reportada ¢omo seratipo
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Cuadro 18. Especies de Listeria aislados de la queseria D segun muestra y
fecha de muestreo.

Muestra Fecha
23-06-99 03-08-99 25-09-00
(2 (4) (17)
Cuajada para Panela y Queso Ranchero L. innocua
Reciptentes para cuajar L. innocua
Refrigerador L. innocua L. innocua

L. welshimeri

Manos i. innocua
Piso L. innocua

Escoba L. innocua

Total de muestras positivas 2 4 1

t Meses transcurridos después del primer muestreo.
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Caracterizacién molecular de aislamientos de L. monocytogenes
procedentes de las queserias Ay C

ATENDIENDO LAS INDICACIONES DEL JURADO, LOS RESULTADOS Y
DISCUSION CORRRESPONDIENTES A ESTA SECCION SE TRASLADARON AL
ANEXO CONSERVANDO SU PAGINACION ORIGINAL.
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Fuentes y mecanismos de contaminacion

Los microorganisimos estan presentes en todos los lugares del planeta porque
son un esiabén del ciclo seguido por la materia en fa naturaleza; se encargan de
desdoblar las sustancias complejas y materia organica muerta en sus partes integrantes
mas simples para que queden nuevamente disponibles para formar a partir de ellas
nueveos compuestos y nueves organismos (Sinell, 1980; Mezcle y Zucca, 1994), De
acuerdo con su capacidad de adaptacién, algunos géneros vy especies de
microorganismos estaran presentes y predominaran en determinados sitios o medios
ambientes considerandose estos el habitat o fuente de ellos. La contaminacién
microbiana de los alimentos son todos aquellos procesos gue tienen como consecuencia
la presencia de microorganismos en la superficie o en el interior de los alimentos
(Felhlhaber y Janetschke, 1992). Las fuentes de contaminacién de los alimentos con
microorganismos que se conocen son: el suelo, polvo, agua, aguas residuales,
vegetales, hombre, animales domésticos, roedores, insectos, suciedad, utensilios,
maquinas, superficies diversas, aditivos de alimentos y materiales de envasado
(Feihlhaber y Janetschke, 1992, Mezcle y Zucca, 1994). Los microorganismos que
pueden ser encontrados en un alimento estd determinado por: la contaminacién propia
de las materias primas, las modificaciones fisicoguimicas que ocurren durante la
elaboraciéon del alimento (que provocardan fendmenos de seleccién y dominancia de
ciertos géneros y especies microbianas) y la contaminacién existente en los lugares
donde se elaboran y almacenan los alimentos (Mezcle y Zucca, 1994). Las
contaminaciones a nivel de fabrica dependen del disefio de los locales y cadenas de
produccion asi como del nivel de higiene impuesto por las practicas de limpieza,

desinfeccién y mantenimiento general de la fabrica {Mezcle y Zucca, 1994},
Fuentes de contaminacion con Listeria en fabricas de alimentos
Los brotes de listeriosis ocurridos en Massachussets y California vehiculizados

por leche pasteurizada y queso hlando estilo mexicano {Fleming et a/., 1985; Linnan et

al, 1988) condujeron a la blisqueda de Listeria en fabricas de alimentos.
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Cox et al. (1989}, investigaron las fuentes de Listeria en el medio ambiente de
17 fabricas de alimentos, representando 6 grupos de alimentos, incluyendo queso vy
otros productos lacteos. Con base a la frecuencia de aislamiento, estos autores
establecieron que el drensaje, el agua estancada, el piso, los residuos vy el equipo son las
principales fuentes de Listeria en estas fabricas y que los ambientes himedos pueden
proporcionar condiciones para el desarrollo de estos microorganismos, en tanto que los
ambientes secos y la restriccién de residuos de alimentos contribuyen a su control (Cox
et al., 1989). Investigaciones posteriores {Gabis ef a/, 1989; Klausner y Donnelly,
1991, Cotton y White, 1892, Gravani, 1999) han confirmadoc la importancia de los
ambientes himedos vy de las fuentes arriba mencionadas.

Eilertz et al. (1993}, consideran gue las principales vias por las que [.
monocytogenes puede llegar a contaminar los quesos son:

a) a través de la leche cruda

b) al estar presente L. monocytogenes como parte de la microbiota de la fébrica

¢) al ingresar a las fabricas a través de tierra, el aire o el agua.

Sutherland y Porrit (1995}, citados por Gravani {1999}, sefialan que las cuatro
principales vias por las que L. monocytogenes se introduce en las fabricas de productos
lacteos son:

a) ingredientes, principalmente leche cruda

b) equipo empleado para transporte (canastillas, tarimas y vehiculos)

c) medio ambiente {incluyendo el aire)

d) personas (especialmente contratistas y visitantes)

Ingredientes

Leche

Aun cuando se emplearon dos métedos de muestreo {FDA y Torunda de Moorel,
las muestras de leche fueron negativas en las cuatro queserias.

A nivel mundial se estima que la frecuencia de aislamiento de L. monocytogenes

a partir de leche cruda es del 3 - 3.8%, en tanto que la frecuencia de L. /nnocua oscila
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entre 3.4 - 1C %, la de L.welshimeri es de 0.7 - 0.9% v las de otras aspecies son de

0.3-1.2 % (Ryser, 1999b).

Luis Juan Morales et a/. (1995), recolectaron en Guadalajara, Jal., 100 muestras
de leche cruda procedentes de 78 vendedores ambulantes v 22 puestos de venta al
menudeo, esta investigacion reporté 7% de aislamientos de Listeria con 5 muestras
positivas a L. innocua y 2 muestras positivas conjuntamente a L. innocua y L.
welshimeri.

Vézquez Salinas et a/. {(2001), investigaron durante un afo la presencia de
Listeria en leche cruda de cuatro establos del sureste de la Ciudad de México;
recolectaron mensualmente 25 muestras de cada establo, analizando un total de 1300
muestras, el 23 % de ellas fueron positivas a Listeria; a nivel de especie, se aislaron L.
monocytogenes (13%), L. ivanovii (6%), L. seefigeri {4%) y L. innocua (1 %).

Hassan et a/. {2000), publicaron un estudio para determinar la prevalencia de /.
monocytogenes en hatos lecheros del estado de Nueva York, muestrearon 404 establos
colectando filtros de la linea de ordeda (1 filtro por cada estable) que habian filtrado una
mediana de 1351 kg. de leche, analizdndose una muestra de 25 g de cada filtro. Con
este procedimiento, se aisld L. monocytogenes del 12.6% de las muestras, y se
encontrd una asociacién geogréfica de aislamiento de L. monocytogenes con las
regiones central y occidental de Nueva York, lo cual podria reflejar diferencias en las
practicas de manejo de las granjas u otros factores desconocidos. Los autores senalan
que los filtros, al encontrarse frecuentemente cubiertos de codgulos de leche, fibrina,
alimento, materia fecal y tierra del medio ambiente de ia granja, proporcionan una buena
muestra compuesta de la granja, porque recoge material de varias fuentes en un solo
punto.

La deteccién de Listeria en leche es complicada por diversos factores que
pueden dificultar el aislamiento del microorganismo.

Vacas con listeriosis intramamaria pueden eliminar L. monocytogenes en forma
intermitente con niveles de excrecién variables que van de 10" a 10° ufe/mi (Bourry et
al., 1995, citados por Bourry et al, 1997, Wesley, 1999) vy se iequiere una
concentracién de 10° a 10’ ufc/ml para poder detectar {. monocvtogenes en leche
cruda {Shultz, 1967, citado por Hassan et a/, 2000) niveles que es poco probable
encontrar en muestras de leche debido al factor de dilucién ocasionado por la mezcla de

leche de varios animales (Hassan et a/., 2000).
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En la leche «cruda existen compuestos antimicrobianos  naturales,

inmunoglobuiinas, lisozima, lactoferrina, y el sistema lactoperoxidasa, que inhiben o
destruyen a bacterias presentes en la leche (Griffiths, 2000).

Vacas no infectadas tienen en forma natural, inmunoglobulinas IgG contra
antigenos de Lister/fa tanto en suero como en la leche y se ha detectado que la mastitis
causada por Listeria induce un incremento de anticuerpos en sangre y leche contra este
microorganismo (Bourry y Poutrel, 1996).

La lisozima es una enzima que hidroliza la pared celular principalmente de
hacterias gram positivas que estan en fase de multiplicacién (Griffiths, 2000). La
sensibilidad de L. monocytogenes a la lisozima es variable, influida por el sustrato
donde se encuentre la bacteria; se ha renortado que el calcio y magnesio presentes en
la leche protegen a L. monocytogenes contra la inactivacion por lisozima (Kihm et a/.,
1994).

La lactoferrina es una glicoproteina capaz de secuestrar el hierro, al no estar
disponible este elemanto, se inhibe el desarrollo de muchas bacterias (Law vy Reiter, -
1977, citados por Griffiths, 2000). La lactoferrina es hidrolizada por el calor, pH &cido
y la pepsina, generandose lactoferricina, compuesto que inhibe a L. monocytogenes
{Wakabayashi et a/, 1992, citados por Griffiths, 2000).

El sistema lactoperoxidasa (LP) tiene tres componentes (Siragusa y Johnson,
1989; Griffiths, 2000) :

* la enzima lactoperoxidasa [presente en leche, saliva y lagrimas),

* el ion tiocianato (SCN, presente en tejidos animales, leche y saliva) y

» peréxido de hidrégeno (H,0,, producido por: lactobacilos, lactococos,
oxidaciéon de acido ascdrbico o glucosa, artificialmente puede ser afadido para
activar el sistema LP).

La lactoperoxidasa cataliza la oxidacién del tiocianato en presencia del H, O,
produciéndose hipotiocianato {(OSCN') v otros compuestos {HO,SCN, HO3SCN - 4cidos

tiocianatoso y tiocianatico-} (Siragusa y Johnson, 1989). El hipotiocianato oxida grupos
sulfhidrilos de proteinas y causa dafios estructurales en la membrana de las bacterias
{Wolfson y Summer, 1993, citados por Griffiths, 2000). El sistema LP es inhibitorio
para algunas especies bacterianas y bactericida para otras; la inhibicién producida por el
sistema LP es-afectada po; ta condicién metabélica de los microorganismos, el medio de

desarrollo el pH y la temperatura {Griffiths, 2000).
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Con relacidn a L. monocytogenes en leche se ha reportado que el sistema LP
tiene efectos inhibidores (Siragusa y Johnson, 1989; Griffiths, 2000) e incluso
bactericidas. El-Shenawy et af. (1990), citado por Lou y Yousef (1999}, reportaron gue
poblaciones iniciales de 30 - 50 ufc/ml de L. monocytogenes disminuyeron a niveles no
detectables después de 2 horas de exposicién al sistema LP a 35 °C, usando medios de
aislamiento selectivos y no selectivos, estos investigadcres tamhbién demostraron que el
patégeno no fue dafado subletalmente durante la exposicion al sistema LP.

Ningun protocole de aislamiento es apropiade para detectar todas las muestras
que contengan Listeria {(Slade, 1992). El desarrollo de listerias en medios de cultivo se
ve influido por los agentes selectivos y por la habilidad del microorganismo para superar
el reto de ia microbiotacompetitiva durante el proceso de seleccidon (Slade, 1992). La
capacidad de los medios de cultivo para detectar {isteria esta en funcién de la condicidn
en que se encuentre el microorganismo {estresada, no estresada) y los niveles de la
poblacién inicial de listerias asi como del tipo y cantidad de la microbiotacompetitiva
(Heisick et a/., 1989, citado por Slade, 1992). El protocolo de aislamiento empleado se
disefid con base a: |la experiencia adquirida en investigaciones anteriores (Luis Juan
Morales et al, 1992a; 1992b y 1995), la disponibilidad de recursos, y el andlisis de
evaluaciones de medios de enriquecimiento y aislamiento de Listeria {Swaminathan B et
al.,, 1988; Cassiday y Brackett, 1989; Buchanan et a/, 1989; Lund et a/, 1991).

El medio de enriquecimiento utilizado fue el recomendado por la FDA en 1988
{Lovett y Hitchins, 1988) en su formulacidn no inclufa piruvato de sodio e indicaba la
adicién de los inhibidores {(acriflavina, cicloheximida y dcido nalidixico) al medic antes de
inocularlo con la muestra. Empleando este medio se reportaron aislamientos de listeria
en leche cruda (Lovett et al., 1987, Luis Juan Morales, 1995), e incluso se demostré
que existe una variacién geografica de la frecuencia de L. monocytogenes en muestras
de leche cruda (Lovett et al, 1987). En 1995, la FDA modificd su medio de
enriguecimiento para favorecer la recuperacién de células de Listeria con dano subletal,
para elio incluyé piruvato de sodio en la férmula del medio e indicd la adicién de los
inhibidores después de haber incubado por 4 h el medio inoculado con la muestra de
alimento (Hitchins, 1995}

La prueba de inhibidores empleada (BSDA), es el método oficial de EUA para la
deteccion cualitativa de substancias inhibidoras en leche, esta prueba permite detectar

la presencia de algunos inhibidores naturales de la leche que corresponden a los
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inhibidores termolabiles los cuales son evidenciados al ser inactivados por calor cuando
se realiza la prueba confirmatoria (Cullor, 1992; Maturin, 1895).

Es posible que el reducide nimero de muestras investigadas -16-. junto con la
baja frecuencia Listeriz en leche influyeran para gque no se obtuvieran aislamientos en
este tipo de muestra.

La deteccién de una muestra de leche positiva a inhibidores termolébiles sugiere
que la situacidén extrema que pudo haber ocurrido fue que los inhibidores naturales
presentes en la leche se pudieron encontrar activos y en concentraciongs suficientes
para causar dafio subletal a listerias que estuvieran presentes en la muestra y que al ser
inoculadas en un medio de enriguecimiento no apto para células dafhadas se obtuvieran
resultados negativos.

En el procedimiento de la Torunda de Moore, la no deteccion de Listeria pudo
deberse a que no se guardaron la proporcién 1: 10 {muestra: medio de enriquecimiento)
lo que pudo limitar los nutrientes disponibles.

Con base a los trabajos de Lovett et al. {1987) y de Hassan et al. (2000} que
reportan variaciones geogréaficas no puede descartarse la posibilidad de que la leche que
reciben las queserias artesanales provenga de una regién en donde efectivamente no es
frecuente L. monocytogenes.

Se ha confirmado la difusion de cepas idénticas de L. monocytogenes del
ambiente de la granja hacia el suministro de leche cruda y finalmente a las plantas de
ldcteos (Harvey y Gilmour, 1992, citados por Ryser, 1999).

Durante la investigacion de un brote de listeriosis (Boggs et a/., 2001) asociado
al consumo de queso fresco estilo mexicano, se aislé L. monocytogenes a partir de
pacientes, queso y leche cruda procedente de una de las granjas proveedoras. En la
tipificacion molecular, todos los aislamientos fueron indistinguibles unos de otros,
demostrando de esta forma una relacién entre la enfermedad en humanos, el queso vy la
leche cruda, sin embargo, las muestras colectadas de todas las vacas de la granja
implicada, fueron negativas, sugiriendo gue las vacas no estaban infectadas y que L.
monocytogenes pudo haberse originado a partir de la contaminacién medio ambiental.

Dijskstra {1987, citadc por Schdnberg y Gerik, 1991) reporta que la leche del
16% de vacas que abortaron por listeriosis estuvo contaminada con Listeria durante 1-
12 meses, la ubre de estos animales tenia una inflamacién ligera por lo que no habia

cambios visibles en la leche. La listeriosis intramamaria es rara pero persistente, no es
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frecuente la cura espontdnea y en la mayoria de los casos los tratamientos con
antibiéticos son ineficientes por lo que, los animales infectados deben ser eliminados del
hato (Fedio, 1990, citado por Boury et &/, 1997).

Listeria ha sido aislada a partir del 10 -15 % de muestras de excremento de
bovinos y, vacas que han abortado, han eliminado L. monocytogenes por las heces
durante 3-12 meses (Schonberg y Gerik, 1991).

En las 4 queserias estudiadas, los lecheros entraban hasta el area de elaboraciéon
para vaciar la leche en los recipientes para cuajar; el ingreso de lecheros y enjuagado de
cantaras empleando equipo y enseres de limpieza dentro del area de elaboracion (Cuadro
14} constituyen vias por las que nudieran ingresar a la gueseria listerias presentes en el
medio ambiente de los sstablos. La gueseria B recibfa leche de un solo proveedor, las
queserias A y C de 2 proveedores, en tanto que la queseria D recibfa leche de 10
proveedores. Bajo estas condiciones, se esperaba que en la queseria D se aislara
Listeria con mayor frecuencia y que hubiera una mayor variedad de especies presentes,
no sucedid asi; 1a queseria D presentd el menor numero de aislamientos de Listeria v la
mavyor frecuencia de muestreos negativos, pues sclo en 3 de las 11 visitas realizadas
pudieron aislarse L. /nnocua vy en una ocasién, L. welshimeri. Estos resultados sugieren
que, comparada con otras posibles fuentes, la leche cruda y el medio ambiente de los
establos no constituyeron una fuente importante de L/steria para las queserias
investigadas.

En una fabrica de helados de crema se aisldé Listeria a partir de los drenajes,
transportadores, agua estancada, pisos, residuos y productos descartados; esta fabrica
elaboraba todos sus productos con leche en polvo reconstituida (producto del cual no se
han reportado aislamientos de Listeria) lo que sugiere que la contaminacién por Listeria
en plantas de ladcteos no siempre esta ligada a la leche cruda que llega o al lechero que

la lleva (Cox, 1988, citado por Gravani, 1999).
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Cuajo

Las marcas utilizadas contenian 1.9% de propionato de sodic y (.1% (10G0
ppm) de benzoato de sodio como conservadores,

El-Shenawy vy Marth (1989), demostraron que el propionatc de sodio a
concentraciones de 0.25%, en caldo soya a pH 5, no permitié el desarrollo de L.
monocytogenes y a 0.3%, lo inactivd después de 80 h. El benzoato de sodio también es
inhibitorio para L. monocytogenes. (Low y Yousef, 1299)

Ninguna de las muestras de cuajo analizadas fue positiva por lo que supanemos
que pudo deberse a que los conservadores presentes inhibieron o destruyeron listerias

gue podrian haber estado presentes.

Piso y Enseres de limpieza

En las 4 queserias estudiadas, las muestras del piso y la escoba fueron positivos
al menos en una ocasién y de los 24 puntos muestreados, la escoba tuvo la mayor
frecuencia de muestras positivas {(Cuadros 9, 15, 16, 17 v 18).

Las bacterias del género Listeria estan ampliamente distribuidas en la naturaleza:
han sido aisladas del suelo, vegetacién, agua, aguas negras, alimento para animales,
personas y animales portadores (Sesliger y Jones, 1986). Las distintas especies del
género comparten los mismos nichos en el medio ambiente (King, et a/., 1990, citados
por Slade, 1992). Listeria monocytogenes puede sobrevivir en el suelo de 67 a >730
dias {Fenlon, 1999). La presencia de L. monocytogenes en el suelo probablemente es
consecuencia de la contaminacién de este con vegetacion en descomposiciéon y matena
fecal; la superficie himeda del suelo proporciona un medio ambiente protector humedo
y frio y la vegetacidén en descomposicidn proporciona nutrientes asi, el binomio suelo-
vegetacidon permite la sobrevivencia de L. monocytogenes de una a otra estacidn
{Fenlon, 1999).

Pritchard et al. (1994), reportan que la proximidad a granjas es un factor que
incrementa la presencia de Listeria en lugares donde se aelaboran productos l4cteos.

Gravani (1999) al analizar los resultados de investigaciones realizadas en
diversas plantas de alimentos ubicadas en diferentes lugares concluye que_el hecho de
haber aislado con mayor frecuencia Listeria a partir del drenaje y el piso sugiere gue

astas areas funcionan como reservorios de listerias en las plantas de alimentos.
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En nuestro estudio, fas muestras de piso incluyeron el &rea de coladeras de
drenaje y si tomamos en cuenta que la escoba funciona recolectando y diseminando
contaminantes presentes en el piso, con base a los resultados obtenidos en estos
puntos, consideramos que también en las queserias artesanales, el piso y el drenaje son
reservorios de [isteria.

En el pueblo, la mayoria de las calies estaban empedradas y las queserias
estaban ubicadas cerca de é&reas sin construir. Al existir en el 4rea de elaboracion
coladeras de drenaje abiertas, ingreso de lecheros, derrames de leche en el piso, en
ocasiones, presencia de animales cerca de esta area o introduccién de polvo del exterior
(Cuadro 14) consideramos que estas pudieran ser las fuentes iniciales de contaminaciéon
del piso y de reintroduccién de Listeria en las queserias.

.as escobetas y cepillos de plastico empleados en la limpieza de canastos para la
panela y los chiquihuites eventualmente caen al piso y sin una adecuada higienizacién,
siguen usandose. Estos enseres de limpieza ademéas del cepillado de canastos son
empleados para cepillar las superficies de elaboracién y los refrigeradores por lo que
pueden intervenir activamente en contaminaciones entre piso, refrigerador, equipo y

superficies.
Equipo

La presencia de Listeria en equipo de queserias ha sido reportada en Europa. Cox
et al. (1989), encontré un 12% de muestras positivas en equipo de procesamiento de 5
plantas que produclan especialidades de queso estilo italiano. Terplan (1988, citado por
Gravani, 1999), reporta un 17% de muestras positivas a Listersia en maguinaria
empleada en plantas productoras de queso blando untable. Durante la investigacién para
localizar la fuente de contaminacién en el brote de listeriosis asociado al consumo de
quese Vacherin Mont d "Or, las autcridades suizas aislaron la cepa epidémica de L.
monocytogenes a partir de varias muestras, incluyendo moldes, tablas y anaqueles de
madera usados en 10 diferentes queserfas que elaboraron el queso contaminado (Breer
C, 1988, citado por Gravani, 1999).
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Cincuenta y una (42%) de las 120 muestras de equipo analizadas en nuestro
trabajo fueron positivas a Listeria y esta categoria tuvo el mayor porcentaje de muestras
positivas (Fig. 6 ) comparadas con los estudios arriba mencionados, es evidente gue en
las queserias artesanales, el eqguipo interviene de forma importante en la contaminacion

de los quesos durante su elaboracion.

Recipientes para cuajar

Los recipientes para cuajar fue otre punto de muestreo que fue positive en las
cuatro queserias {Cuadros 9, 15, 16, 17 y 18). Estos recipientes son de plastico y en
ellos se recibia y cuajaba leche aproximadamente cada 12 horas (Cuadrc 13}, durante
la elaboracién de los quesos, la leche-cuajada permanecia en ellos 2-3 horas (Fig. 3).
Cuando los recipientes para cuajar son lavados, quedan residuos de agua en su interior y
al acomodarlos al final de la jornada, en algunos casos el borde interno entra en
contacto con el piso o bien, como existe el hibito de colocar un recipiente sobre otro,
la base externa {en contacto con el piso) de un recipiente entra en contacto con la parte
interna de otro {Cuadro 14).

Listeria monocytogenes sobrevive 1,2 y 6 dias en agua destilada almacenada a
22, 30 y 40 °C respectivamente {Dickgiesser, 1980, citado por Lou y Yousef, 1999) vy
puede adherirse a acero inoxidable, vidrio, polipropileno y caucho después de 20 a 60
minutos de contacto (Mafu et a/., 1980, citados por Lou y Yousef, 1999). La leche vy las
proteinas de la leche (caseinas, alfa-lactoalbumina y beta-lactoglobulina) reducen la
fijacién de L. monocytogenes a acero inoxidable {Wong, 1998).

En la queseria B, se observéd gue algunas veces, los recipientes quedaban con
residuos de cuajada de la jornada vespertina y solo fueron enjuagados por la mafnana
para recibir la leche y cuajar nuevamente. En esta queseria todas las muestras de
recipientes fueron positivas (Cuadros ¢ y 16).

Consideramos que el contacto directo o indirecto que ocurre entre el piso y el
interior de los recipientes para cuajar, ia humedad, los residuos de cuajada y el retraso
en el lavado crean condiciones favorables para la sobreviviencia y quizas para el
desarrollo de Listeria en este equipo constituyéndolo un punto inicial de contaminacién

de la leche vy la cuajada.
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Costal para colar leche y tela para moldear queso

La transferencia de la leche de las cantaras a los recipientes para cuajar ocurre a
través de un costal de tela que sirve para retener {colar) impurezas macroscopicas (pelo,
alimento, polvo) que suele traer la leche cruda. Al inicio de la jornada matutina, este
costal podia encontrarse: {a) seco por haberse lavado el dia antenor al final de la
jornada matutina, (b} himedo por haberse lavado la tarde-noche anterior o {c) “recién
lavado” lo que implicaba que habfa permanecido durante la noche con impurezas de ia
leche y sobre equipo, recipientes o superficies empleadas en la elaboracién de quesos vy
que habia sido lavado poco antes de empezar a colar la leche matutina; en la
investigacién, se incluyeron como costales humedos los que se encontraban en las
situaciones (b} o {c).

La tela empleada para moldear el queso adobera es humedecida antes de su
empleo, para evitar gue se adhiera al quesoc.

Es interesante observar que solo de costales y telas humedas se aislé Listeria
{Cuadros 15, 16 y 17). Cox et al. (1989), investigaron la presencia de Listeria en 35
casas,; el trapo de la cocina fue el sitio con mayor frecuencia de aislamiento de Listeria
{17%) incluyendo L. monocytogenes (11%). Los resultados obtenidos en las muestras
de costal y tela para moldear, son congruentes con lo sefialado por Cox et al. {1989),
con relacién a la preferencia de Listeria por ambientes himedos y su control en
ambientes secos, aunque los resultados también sugieren la posibilidad de que las telas

pudieran contaminarse cuando son humedecidas o lavadas.

Equipo para extraccion de suero

En su primera etapa, la extraccién de suero (Fig. 3) se lleva a cabo introduciendo
un recipiente pequeno (jicara o balde o bote) dentro de los recipientes con cuajada.
Cuando el nivel del suero esta préximo a la cuajada se introduce una coladera de metal
o un chiquihuite para evitar que, junto con el suero extraido, se mezclen porciones de
cuajada. Pudo observarse Que este equipo entra en contacto con el piso (Cuadro 14} y
con superficies eampleadas en la elaboracion de los quesos antes y durante la extraccién
de suero asl como presencia de residuos; estas situaciones permiten que ocurran

contaminaciones entre el piso, superficies y cuajadas.
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Chiquihuite ,

El chiguihuite fue el equipo del que con mayor frecuencia se aislé Listeria (Cuadro
9). Por sus dimensiones y caracteristicas de entramado, el chiquihuite es un equipo
multifuncional en las queserias artesanales; durante la extraccién del suero es una
barrera eficaz entre este y la cuajada, sirve de depdsito de la cuajada durante la
chedarizacién del queso adobera y finalmente, es un recipiente adecuado para colocar el
requesén caliente y posteriormente aimacenarlo en refrigeracién. Esta multifuncionalidad
lo constituye en el equipo con mayor desplazamiento en distintos puntos de la queseria

{incluyendo e! piso} y por tanto con mayor posibilidad de participar en contaminaciones

cruzadas.

Canastos para Panzla

La cuajada adquiere la forma caracteristica de la panela al colocarse en los
canastos de carrizo u otate, este equipo igual que el chiquihuite, entra en contacto con
las superficies de elaboracién, el refrigerador y ocasionalmente con el piso, por io que
ademés de ser una fuente de contaminacién con Listeria de la parte superficial de la
panela, también participara en contaminaciones de la cuajada (los canastos se lienan
introduciéndolos al recipiente con cuajada), las mesas donde se lleva a cabo el
escurrimiento del suero y las parrillas y anaqueles del refrigerador.

En las 4 queserias, las panelas eran trasladadas con todo y canasto en cajas de
plastico hasta el punto de venta ubicado en la zona metropolitana de Guadalajara. Al
menos las panelas de la queseria A, son vendidas en tianguis y aproximadamente 10 h
después de haber sido sacados del refrigerador, {Cuadro 13} los canastos vacios y el
producto no vendido retornan a la queseria. En las queserias A, B y C, los canastos se
sumergen en el suero frio remanente de le elaboracién del requesdén hasta que son
cepillados antes de volverse a utilizar. Bajo estas circunstancias (humedad y aporte de
nutrientes del suero y/o de los residuos de panelal se generan condiciones que
favorecen la sobrevivencia de Listeria en los canastos. Es posible que durante el tiempo
que los canastos permanecen sumergidos en el suero, algunas listerias se difundan en
este liquido contamindndolo. Después de que se extraen los canastos, el suero se tiraba
al drenaje, para llegar a las coladeras, el suero corrfa por una parte del piso del érea de

elaboracién representando asfi una fuente ds contaminacién, humedad y nutrientes.
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Moldes de madera, metal y Molino

Las frecuencias encontradas en estos puntos parecen estar en relacién con la
contaminacién general de la queseria y de las cuajadas {Cuadro 9 y 15) es factible que
en estos puntos se dé una intercontaminacién entre la cuajada y estos equipos; la
humedad y nutrientes de la cuajada favorecerdn la formacién de biopeliculas de Listeria
en los moldes y el molino, al pasar por estos equipos, las cuajadas de queso ranchero y

adcbera se contaminan ¢ aumentan su contaminacidn,

Superficies

Superficies empleadas para elaboracién de productos

Las mesas de madera, acero inoxidable y meseias de azulejo son empleadas para
el escurrimiento del suero de las cuajadas y el moldeo de los gquesos ranchero vy
adobera; fue raro que ocurriera un contacto directo entre las cuajadas y estas
superficies. Es posible gue la contaminacién observada en este punto este relacionada
con la contaminacion existente en el suero y en los equipos que se colocan en ellas. El
escurrimiento de suerc puede aportar nutrientes y humedad para gue ocurra la

formacién de biopeliculas en este punto.

Manos

Kerr et al. (1993), reporté una frecuencia del 12% de L/isteria en las manos de
personas que trabajaban en la industria de alimentos. En nuestro trabajo, la frecuencia
fue del 25 % (Cuadro 9}, los procedimientos seguidos para la recoleccién y analisis de
muestras en ambos estudios fueron distintos, lo que en parte podria explicar estas
diferencias, sin embargo se confirma que las manos participan en la contaminacién de
los quesos durante su elaboracién artesanal. La frecuencia de Listeria a partir de las
manos posiblemente refleje las practicas individuales que tiene el personal y la
contaminacion existente en cada queseria (Cuadros 14 a 18).

Después de adicionar el cuajo y hasta que la cuajada llega a la consistencia
adecuada para su primer y segundo corte, el personal se dedica a realizar diversas

actividades:



* enjuagar y/o lavar pisos, superficies, telas, costales, cajas de plastico

s cepillar canastos

¢ acondicionar la cuajada del queso adobera y/o elabgrar vy refrigerar el queso adobera

* vaciar de los cazos el suero remanente de la elaboracién nocturna de requeson

* comer

s salir de la queserfa a realizar compras diversas.

En esta serie de actividades las manos entran en contacto con el piso,
superficies, equipo vy productos contaminados con Listeria y al cortar manualmente vy
manipular la cuajada, la contaminan. Cuando un recipiente contenia solo la cuarta parte
de su capacidad, fue usual que transfirieran su contenido {leche o cuajada} de un
recipiente a otro, en esta maniobra, las manos del personal entraban en contacto con el
piso pudiendo generar a través de esta maniobra una contaminacién cruzada entre el
piso, la cuajada y el interior de los recipientes para cuajar.

Durante la elaboracién de la paneia (Fig. 3) en la etapa del segundo llenado de
canastos las manos entran en contacto con ia parte que correspondera al centro de la

panela por lo que las manos pueden participar en la contaminacién de la parte interna

de la panela.

Refrigerador

La presencia de Listeria en refrigeradores y &reas de refrigeracion de productos
ldcteos ha sido reportada por varios autores. Klausner y Donnelly {1991} encontraron
un 27 % de frecuencia de Listeria en piso del drea de enfriadores en plantas de l&cteos
en Vermont, EUA; en fabricas de helados, Cotton y White (1992} reportan un 14.3 %
en el medio ambiente del refrigerador y Pritchard et af. { 1994), aislaron Listeria en el
11.5% de las muestras colectadas en el area de refrigeradores y congeladores de
diversas plantas de productos licteos. Eilertz et a/. {1993), sefialaron que el queso
podia contaminar los anaqueles del refrigerador convirtiendolo en un reservorio de
Listeria para los nuevos quesos que alli se depositaran.

La frecuencia de aislamiento de L/isteria a partir de los refrigeradores {69 %)
{Cuadro 9), sugiere que la refrigeracién de los quesos constituye la etapa en ia que

estos productos tienen mayores posibilidades de contaminarse superficialmente.
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Jacquet et a/. {1993}, aislaron L. monocytogenes de los anaqueles empleados para la
maduracion de quesos. Terplan {1988, citado por Gravani, 1999), encontré Listerra en
maquinaria empleada en la elaboracién de queso blando untable. Del andlisis de estos
trabajos, Gravani (129%) concluye que en las Ultimas etapas de elabcracién vy
almacenamiento de los guesos con maduracién superficial por honges y bacterias,
existen oportunidades para la contaminacién con Listeria; considaramos que esta
afirmacién también es vélida para los quesos blandos elaborados artesanalmente.

Minimo en una ocasién los aislamientos del refrigerador v de la escoba
correspondieron a la misma especie de L/steria {Cuadros 15 a 18) vy, en las queserias A,
B y C al menos en un mismo muestreo las especies de Listerra encontradas en el piso
fueron las mismas que se aislaron de la escoba (Cuadros 15 a 17). Estos datos sugieren
que Listeria presente en el piso se disemina al refrigerador a través los enseres de
limpieza al ser empleados para la limpieza tanto del drea de elaboracion como de los
refrigeradores {(Cuadro 14). En la queseria A, en una ocasién fue posible observar que
cuando limpiaban los refrigeradores, ponian a secar las parrillas sobre el pasto de un
pequeno jardin préximo al refrigerador (Cuadro 14); el contacto de las parrillas con el
hébitat natural de Listeria, tierra y vegetaciéon en descomppsicién, (Rocourt y Seeliger,
1985, citados por Fenlon, 1999) constituye otra via de contaminacién de las superfices
del refrigerador.

Listeria monocytogenes al igual que otras bacterias que habitan la capas
superficiales del suelo, ha desarrollado formas de adaptacién a los cambios ambientales
frecuentes (Juneja et al., 1998; Klein et a/., 1999) en especial a los relacionados con la
temperatura {(Bavles et a/.,, 1996; Annous et al, 1997; Juneja ef a/.,1998; Liu et al.,
2002), disponibilidad de nutrientes (Lou y Yousef, 1997; Herbert y Foster, 2001),
presion osmética (Beumer et a/.,, 1994; Verheul et al., 1997), acidez { O "Driscoll et af.,
1996) vy altas concentraciones de NaCl (Isom et a/., 1995).

Listeria desarrolla en un rango de temperatura de 2 - 45 °C (Seeliger y Jones,
1985). La capacidad de L. monocytogenes para desarrollar a temperaturas de
refrigeracién fue una caracteristica descrita por primera vez en 1248 (Gray et al,
citados por Zheng y Kathariou, 1995), identificAndose que la refrigeracién actia como
un factor que permite la multiplicacién selectiva - (enriquecimiento) de este

microorganismo con relacién a otros.
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En las bacterias, las estrategias conocidas para la adaptacﬂén a bajas
temperaturas son: cambios en la composicion de lipidos de la membrana (Kiein et a/.,
1999) vy la acumulacién de compuestos organicos estabilizantes, tales como, azlcares,
policles, aminoacidos y aminas cuaternarias (Rowbury, 1995; citado por Klein ef al.,
1999). Se ha reportado que L. monocytogenes tiene capacidad para adaptarse a bajas
temperaturas tanto por modificacién de lipidos de la membrana (Annous et al, 1997)
como por acumulacidn de crioprotectores (Ko et a/, 1994).

La betaina y la carnitina son aminoacidos que pueden actuar como
osmaprotectores y crioprotectores para L. monocytfogenes {Beumer ef a/., 1994; Becker
et al., 2000). El factor ¢© es una subunidad de la RNA polimerasa {Becker et a/, 1998)
que contribuye a la adaptacién de L. monocytogenes a bajas temperaturas modulando la
acumulacién vy utilizacidon de betaina y carnitina como crioprotectores (Becker et al.,
2000). La actividad de este factor se detecta dentro de los 20 minutos posteriores a la
deteccion de sefiales de stress por la membrana bacteriana {Becker et a/., 2000).

Lta leche de vaca contiene 120 a 140 nmol/ml de carpitina {Campoy et al,
1997). Listeria monocytogenes ha desarrollado en suero de leche conteniendo carnitina
(Angelidis et al., 2002).

Después de la escoba, el refrigerador fue el punto de muestreo con mayor
frecuencia de aislamiento de [listeria siendo positivo en 2 a 4 ocasiones en cada
queseria (Cuadros 9, 15, 16, 17, y 18). La panela es elaborada tanto en la jornada
matutina como en la vespertina {(Cuadro 13), durante ia refrigeracién de este queso, se
libera suero que impregna los anaqueles y parrillas y se acumula en la parte inferior de
tos refrigeradores o en el piso de las camaras de refrigeracién. La presencia de suero y
residuos de queso en los refrigeradores (Cuadro 13) puede asegurar el suministro
constante de carnitina y nutrientes favoreciendo el désaﬁdﬂo de listerias que sean
introducidas a los refrigeradores, constituyéndose asl este sitio, junto con el piso del
area de proceso en las principales fuentes de contaminacion con Listeria dentro de las

queserias.
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Modelo de contaminacién de los quesos durante su elaboracién artesanal

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, proponemos el
siguiente diagrama (Figura 7} para explicar las fuentes y mecanismos de contaminacion
con [Lrsteria durante la elaboracidn artesanal de quesos frescos en las queserias

estudiadas.

ReFrIGERADOR | «——» | QUESOS

—

Superficies
de Elaboracion

Cuajada
Escoba Escobeta i
o Ceplllo ~&| Equipo 44— Manos +
[
i
/ / |
P|so AREA DE PROCESO oo
- — - - - — — !yLecheros

Figura 10. Diseminacion de Listeria en queserias artesanales.

Las fuentes y mecanismos de contaminacién propuestos aqui, pueden estar
presentes en otras queserias del pueblo donde se realizé este trabajo y en aquellos
lugares donde tengan infraestructura y procedimientos similares de elaboracidn.

Se han identificado en dos poblaciones de Jalisco, formas artesanales para
elaborar Panela gue difieren de la que se describid en este trabajo, la contaminacién con

Listeria de estas otras variantes de Panela, seran motivo de futuras investigaciones.
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Persistencia de especies y serotipos de Listeria

Por la importancia que tiene L. monocytogenes en la salud humana, la mayoria de
las investigaciones y metodologias de aislamiento se han enfocado hacia esta especie
habiéndose dejado de lado el estudio de las otras especies del género. (Slade, 1992),

Ryser et al. (1996) y Loncarevic et al. (1996), sugieren que [os medios de
enriguecimiento pueden suprimir o favorecer el aislamiento de ciertos ribotipost de

i

Listeria o algunas clonas' de L. monocytogenes . Aun cuando esto haya ocurrido, es

evidente que en cada queserfa predomind una determinada especie de Listeria, vy
ademads, en las queserias A y C un sarotipo especifico de L. monocytogenes {Cuadros
15 a 18).

El desarrollo de Listeria a temperaturas de refrigeracién puede variar entre cepas
y es influido por el tipo de sustrato empleado. Doyle (1288), menciona un trabajo
realizado por Donnelly y Briggs {1986]), en el cual, cepas de L. monocytogenes del
serotipo 4b desarrollaron a temperaturas de refrigeracién en tanto que cepas de los
serotipos 1 y 3 no lo hicieron, observandose gque el desarrcllo de las cepas a
temperaturas de refrigeracién fue aumentado cuando se empleé leche entera en lugar de
leche descremada, sefalando que el efecto estimulatorio de la leche completa fue mas
dramético a los 10°C donde las células se incrementaron de 7.9 x 10° a 5.8 x 10°
ufe/ml en 48 horas.

Las queserfas C y D contaban con anaqueles de madera en sus &reas de
refrigeracién. La madera estd compuesta de lignocelulosa y polimeros de xilano, estos
polimeros pueden ser rotos por xilanasas de microorganismos comunes en el suelo
{(Woong, et al, 1988, citado por Cox, et al, 1989). La xilosa obtenida por accién
snzimatica podria representar la fuente de carbono principal en ambientes con madera vy
por tanto seleccionar organismos con enzimas para su asimilacién (Cox et a/, 1989).

Listeria ivanovii, L. seeligeri vy L. welshimeri son fermentadoras de xilosa {Hitchins,

t Cepas bacterianas con determinado patrén de rRNA (Ryser et a/., 1996).

1 Cepas que pueden ser aisladas de diferentes sitios y en diferentes tiempos pero que
comparten muchas caracteristicas fenotipicas y genotipicas y por tanto es probable que
tengan un origen comtn {@rskov y @rskov, 1983, citados por Zheng y Kathariou, 1995).
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1995). En la queseria C, L. we/shimeri fue aislada en 7 de las visitas realizadas, con
una distancia de 15 meses entre el primer y dltimo aislamiento de L. welshimeri,
encontrdndose esta especie en muestras del refrigerador, escoba, panela, canastos para
panela y chiquihuite (Cuadro 17}); producto y equipo que durante los muestreos se
encontré en estrecho contacto con los entrepafncs de madera.

La capacidad de algunas cepas de Listeria para desarroliar en el medio ambiente
del refrigerador vy de la propia queseria, puede conferirle una ventaja competitiva que le
permite permanecer por largos periodos en las gueserias. Lo anterior podria explicar la
presencia de L. innocua en las 4 gueserias, una sola especie en la gueseria B, el
predeminio de L. monocytogenes en la queseria A vy la variedad de especizs en la
queseria C (Cuadros 15 a 18).

El aislamiento de una sola especie de Listeria en fabricas de alimentos ha sido
reportada en otros lugares. Venables {1989, citado por Slade, 1992) reportd que en una
planta de productos lActeos en Australia, la Unica especie aislada fue L. seeligeri.
Cuando se investigé en California |a presencia de Listeria en 39 plantas de productos
lacteos congelados, se encontré que L. monocytogenes {12.8%) fue la Unica especie
aislada en 5 plantas y L. innocua fue la Unica especie recuperada en 13 plantas (33.3
%), ambas especies fueron aisladas a partir de 9 {23.1%) plantas; los autores sefialan
que al parecer, con frecuencia, una sola especie de Listeria puede predominar en ciertos
sitios de la fabrica y sugieren que se requiere investigar la competicién de especies de
Listeria por nichos medioambientales en las fabricas de alimentos (Walker et a/., 1991,
citados por Slade, 1992 y Gravani, 1999).

Los resultados de nuestro trabajo muestran que al igual que en la produccién
industrial, en la produccion artesanal también ocurre aislamiento de una sola especie de
Listeria. En este aspecto se requiere investigar los factores que determinan que especies
no patégenas de Listeria predominen en las queserias, pues esto permitiria desarrollar
una estrategia de exclusién competitiva a nivel de plantas de alimentos que disminuiria

los riesgos de contaminacidén con L. monocytogenes en astos lugares.
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Patrones de DNA en aislamientos de Listeria monocytogenes

ATENDIENDO LAS INDICACIONES DEL JURADO EL CONTENIDO DE ESTA SECCION
SE TRASLADO AL ANEXO, CONSERVANDO SU PAGINACION ORIGINAL.
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Listeria innocua

Listeria innocua es la especie gendticamente mas cercana a L. monocytogenes y.
aungue comparte sus mismos nichos ecolégicos, no es patégena ni para humanos ni
para animales {(Lan et a/., 2000). Listeria innocua al igual que L. monocytogenes tiene la
proteina p60 que es requerida para la adhesién e internalizacién de L.monocytogenes |
Bubert et al, 1994; Kuhn y Goebel, 1989, citados por Rowan et af, 2000). Listeria
innocua también cruza la barrera intestinal y llega al higado (Pron et a/., 1998).

Las consecuencias de una infeccién por Listeria depende de tres variables
nrincipales: (a) el nimero de bacterias ingeridas en el alimento, (b) la patogenicidad de
la cepa ingerida y ({c) el estado inmunolégico del individuo (Vazquez Boland et al.,
2001). Es comin encontrar en personas sanas linfocitos T contra antigenos de Listeria
(Munk vy Kaufmann, 1988, citados por Vazquez Boland et a/., 2001) esto probablemante
es debido a una estimulacién crdénica del sistema inmune por la presencia de L.
monocytogenes en los alimentos (Vazquez Boland et al., 2001).

Gegingnat et al. (1999, citados por Vazquez Boland et al., 2001}, demostraron
que L. innocua puede estimular a linfocitos T de memoria especificos contra L.
monocytogenes a través del reconocimiento de los epitopes para la proteina p60 que
estan presentes en ambas especies.

Siendo comln la presencia de L. innocua en los alimentos posiblemente el
contacto con L. /nnocua pueda reforzar la inmunidad contra L. monocytogenes vy
expligue en parte por que en general, es rara la ocurrencia de listeriosis en la poblacién

(Vazquez Boland et af, 2001).
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Gravani {1999} al analizar los resultados de Cox et a/. (1989), identifica que en

plantas de alimenios, L. rmonocytogenes fue rara en el piso v que, L. /innocua fue
frecuente en el piso, agua estancada, residuos y equipo, lo cual sugiere que L. /nnocua
se mueve del drenaje hacia el piso y los residuos; una vez presente en el medio
ambiente de las 4reas de trabajo, L. innocua es diseminada por los empleados al equipo
de procesamiento gue estd en contacto directo con el producto {Gravani 1999). Lo
anterior pudo haber ocurrido en las queserias estudiadas pues en todas ellas se
encontraron rejillas de drenaje abiertas (Cuadro 14) y L. innocua fue aislada del piso y/o
escoba de las 4 queserias (Cuadros 15 a 18), lo que apoya la suposicién de que el piso
es una de las fuentes de contaminacién en estos lugares,

El hecho de que L. innocua vy L. monocytogenes ocupen nichos ambientales
similares indica que la deteccién da L. innocua y otras especies de Listeria en el area de
elaboracién, debe conducir ¢ acciones correctivas para reducir su frecuencia en esta
area (Gravani, 1999},

Posible punto critico de control

La distribucién tan amplia que tiene en la naturaleza el género Listeria (Seeliger y
Jones, 1986) y las caracteristicas propias de la produccién y transformacién de la leche
hacen que sea dificil la elimihacién de Listeria de plantas de productos lacteos.

Venables (1989, citado por Gravani, 1999} menciona que aun con estrictos
programas de limpieza y desinfaccién implementadas en varias plantas de lacteos de
Melbourne, Australia, fue muy dificil eliminar Listeria del drea de procesamiento y que
en una de las plantas continuamente se aislaron listerias durante un perfodo de b meses,

Gravani (1999) sefala que aungque es casi imposible la eliminacién de listerias de
las fabricas de productos lacteos, siguiendo préacticas de manufactura que incluyan
programas rigurosos de limpieza y desinfeccién, se reduce la probabilidad de producir
productos contaminados con Listeria.

El incremento de la incidencia total de i/steria conforme transcurre el tiempo
después de una limpieza a fondo fue demostrado en una investigacién realizada en un
cuarto de empacado de productos carnfcos. El cuarto fue limpiado durante 3 dfas y se
desinfectd con vapor conteniendo 200 ppm de amonio cuaternario, después de este
tratamiento detectaron listerias en 1 de 19 musestras (5%) del medio ambiente del

cuarto. Posteriormente se empacaron productos carnicos durante 2 semanas. A pesar
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de sujetarse diario a los procedimientos normales de limpieza y desinfeccién, al final de

cada dia la incidencia de listerias fue en aumento: 15 %, 30% vy 40 % de las muestras
colectadas fueron positivas a Listeria a los 3, 6, y 8 dias, respectivamente, después de
fa limpieza v desinfeccidn con amonio cuaternario (Gravani, 1999).

La queseria D tuvo la menor frecuencia de aislamiento de Listeria (79%), solo 6 de
los 24 puntos de muestreo fueron positivos y, en un periodo de 17 meses Unicamente
en 3 ocasiones se aislé L. innocua de este lugar (Cuadros 9 y 18). A diferencia de las
queserias A, B y C, en la queseria D dentro de sus préacticas de limpieza se observé el
empleo frecuente de jabdn y el cepillado del piso y las superficies empleadas en la
elaboraciéon y almacenamiento de quesos asi como la aplicacién de tratamientos
térmicos superiores a 70 °C a una parte del equipo cada tercer dia y el vaciado de agua
o suero caliente al menos una vez al dia al drenaje {Cuadro 14}. Consideramos que estas
practicas explican fa baja frecuencia de L/steria encontrada en esta queseria.

Para disminuir el nivel de contaminacién de L. monocytogenes en una planta
procesadora de trucha ahumada llevaron a cabo los siguientes procedimientos: (a)
limpiaron, desinfectaron y sometieron e! equipo a temperaturas de 80 °C y (b} la linea
de produccidén, pisos y paredes fueron tratadas con vapor caliente; los autores
concluyen que el vapor, aire y agua caliente son herramientas utiles en la limpieza para
eliminar 1. monocytogenes de plantas de pescado, pues en los 5 meses posteriores a
este tratamiento, ninguna de las muestras de la solucién de salmuera o de los productos
fue positiva a Listeria (Autio et af., 1299).

El sistema de analisis de riesgos y puntos criticos de control (ARPCC por sus
siglas en espafol o HACCP, por sus siglas en ingles) es una forma de abordar y asegurar
la inocuidad de los alimentos que puede ser usada para identificar y controlar riesgos
fisicos gquimicos y biolégicos en los alimentos (ICMSF, 1988; Gravani, 1998). Este
sistema sefala que un punto critico de control es un lugar, una practica, un
procedimiento 0 un proceso en el que puede ejercerse control sobre uno o mas
factores, que si son controlados, podria reducirse al minimo o prevenirse un peligro o
riesgo {ICMSF, 1988).

Listeria monocytogenes es destruida cuando se expone a temperaturas de 70 °C
durante 4.6 * 0.5 sequndos (Bunning et a., 1992, citados por Lou y Yousef, 1989).
Los tratamientos térmicos empleados en la gueseria D son superiores a esta
temperatura por lo que pueden constituir un punto critico de control de L.

monocytogenes en queserias artesanales.
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CONCLUSIONES

El piso v el refrigerador son las fuentes principales de contaminaridn con Listeria

en las queserias artesanales.

E! equipo empleado vy las maniobras realizadas contribuyen de manera importante

en la contaminacion de los quesos frescos durante su elaboracion.

En las queserias artesanales, algunas especies y serotipos e incluso cepas de

Listeria pueden persistir y predominar durante mas de un afo.

El empleo de tratamientos térmicos mayores de 7C°C en el eguipo,
conjuntamente con el uso de jabdn y cepillado frecuente de pisos y superficies
pueden constituir medidas factibles y efectivas para el control de L/steria en

queserias artesanales.
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Caracterizacion molecular de aislamientos de L. monocytogenes
procedentes de las queserias Ay C

De acuerdo con los resultados enviados por el Dr. Paul M.V. Martin, del
Instituto Pasteur, no hay diferencia entre los aislamientos de L. monocytogenes
serotipo 1/2b obtenidos en la gueseria A en febrero de 1999, agosto de 1999,
septiembre de 2000 y octubre de 2000C {Figuras 7 v 9).

Con relacion a la queseria C, en las figuras 8 y 9, se observa que con la
enzima Ascl pueden apreciarse patrones de DNA idénticos en 2 aislamientos de .
monocytogenes serotipo 4b procedentes de canastos para panela (obtenidos en
mayo y agosto de 19299) vy el encontrado en panela en septiembre de 2000.

Empleando la endonucleasa Apal se observa una similitud entre el
aislamiento de L. monocytogenes serotipo 4b hecho en septiembre de 2000 a
partir de panela y el aislamiento hecho de la escoba en agosto de 1999 (Figura 8).

Los fragmentos de restriccién obtenidos con ambas enzimas, ponen de
manifiesto las diferencias entre los patrones de DNA correspondientes a
aislamientos de L. monocytogenes 4b procedentgs de panela obtenidos en mayo
de 19929, diciembre de 1999 y septiembre de -2000 (Figura 8).

En la figura 9, pueden apreciarse las diferencias entre el patrén de DNA
observado en los aislamientos del serotipo 1/2b de la queseria A vy los del serotipo

4b de la queseria C.



73

Patrones de DNA en aislamientos de Listeria monocytogenes

Los casos de listeriosis humana son causados principalmente por los serotipos
4b, 1/2a y 1/2b de L. monocytogenes (Farber y Peterkin, 1991). La presencia de estos
serotipos durante 17-Z0 meses en las queserias A y C asi como su correspondiente
aislamiento a partir de los quesos elaborados en estos lugares (Cuadros 15 y 17)
demuestran la existencia del riesgo de gue puedan presentarse casos de listeriosis
asociada al consumo de quesos procedentes de algunas queserias artesanales.
Tompkin {2002), menciona 21 investigaciones en que se reportan cepas de L.
monocytogenes de los serotipos 1/2, 1/2a, 3b y 4b que permanecieron en el medio
ambiente del area de procesamiento de plantas de alimentos por pericdos de 1 mes a 7
anos.

La caracterizacion de cepas de L. monocytogenes en una fabrica de quesos en
Francia empleando patrones de restriccién para el gen rRNA sugirié que en esa fabrica,
las cepas de L. monocytogenes aisladas pudieron derivar del mismo grupo ancestral,
sugiriendo la implantacién de una determinada cepa en la tabrica {Jacquet et a/., 1993).

Kells y Gilmour (2002) identificaron cepas de L. monocytogenes que fueron
comunes en dos plantas de lacteos, sugiriendo que estas cepas pueden estar adaptadas
para sobrevivir dentro del medio ambiente del drea de procesamiento de leche.

Loncarevic et al. (1996), mediante anélisis de enzimas de restricciéon {REA),
encontraron cuatro muestras de pescado albergando 1a misma clona de L.
monocytogenes;, como los pescados de las cuatro muestras procedian de la misma
planta y fueron procesados en el mismo mes, los autores deducen que una vez que una
cepa de L. monocytogenes se ha establecido en una fébrica, los productos corren el
riesgo de ser contaminados con esta cepa.

En una planta procesadora de salmén ahumado, investigaron la ocurrencia y
fuentes de contaminacidn con L. monocytogenes, estas fueron identificadas y se
detarmind cerrar la planta para realizar una limpieza y desinfaccién que eliminara al
patégeno. Los procedimientos llevados a cabo sliminaron a L. monocytogenes de la
linea de procesamiento y del equipo, sin embargo, la recontaminacién ocurrié poco
después de haber reabierto la planta: la fuente primaria de contaminacién resulté ser la

superficie del pescado fresco o congelado que llegaba a esta fabrica {(Eklund et af,
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1995). Este trabajoe muestra la posibilidad de que en plantas de alimentos ocurran

fuentes externas que continuamente aportan la misma especie de Listeria.

Los criterios actuales consideran de limitado valor epidemiolégico la identificacion
serolégica de L. monocytogenes por tener wun  bajo  poder discriminatorio’,
recomendandose la identificacién empleando técnicas de biologia molecular cuando se
busca establecer asociaciones entre fuentes vy contaminacién de alimentos o entre
alimentos y pacientes (Boerlin et af., 1997). Si bien estas técnicas son muy precisas,
su ejecucién e interpretacion es laboriosa ademéas de requerir eguipe y personal
especializado. Al carecer de recursos para llevarlas a cabo, solicitamos al Instituto
Pasteur su participacién para la identificacién serolégica y molecular de las cepas de
Listeria aisladas en este trabajo. La respuesta del Instituto fue que por no ser de
importancia en salud publica, se descartaba la identificacién de cepas que o fueran L.
monocytogenes.

Los resultados del anélisis serolégico de los aislamientos de L. monocytogenes de
la queseria A mostraron la presencia de 3 serotipos cuya persistencia fue variable: el
serotipo 4d solo fue aislado en una ocasidn, el serotipo 1/2a fue detectado en distintas
muestras en un lapso de 4 meses, en tanto que el serotipo 1/2b estuvo presente
durante un periodo de 20 meses (Cuadro 15).

La similitud observada en los patrones de DNA gendmico presentados por el
serotipo 1/2b muestran que una clona de este serotipo se implanté en la queseria A
contaminando los quesos ahi elaborados {Figura 7).

Habiéndose aislado en la queseria A tanto el serotipo 1/2a como el 1/2b, fue
evidente la capacidad discriminatoria del andlisis de patrones de DNA, al ubicar como
1/2b un aislamiento {(chiquihuite 10-ago-99) reportadorpor el anélisis serolégico como
1/2 inmdvil (Cuadro 15 y Figuras 7 y 9}.

El serotipo 4b fue el Unico encontrado en la queserfa C (Cuadro 17}. A la fecha
no se ha concluido el estudio molecular de los aislamientos de este serotipo; al
encontrarse diversidad de patrones, se estan volviendo a analizar algunos aislamientos y

se incluirdn otros mas. Con la informacién dispenible, puede comentarse que los

patrones de DNA mostrados por el serotipo 4b evidencian la presencia de 3 clonas

t capacidad para diferenciar entre cepas no relacionadas (Arbeit, 1999)
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evidencian la presencia de 3 clonas distintas: una aislada de canastos para panela,
panela y posibiemente de la escoba y otras dos clonas aisladas de panela (Figuras
8 v 9). Los patrones de DNA observados en aislamientos a partir de canastos para
panela {(mayo y agosto de 1999), panela (septiembre de 2000} y escoba (junio de
1999}, sugieren la impiantacién de al menos una clona del serotipo 4b en la
queseria C.

En conjunto, los resultados del analisis molecular sugieren gue adn con
procedimientos similares de elaboracidn, existen condiciones en cada queseria que

favorecen la presencia e implantacién de ciertas cepas de L. monocytogenes.



