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I. RESUMEN

La leche cruda es uno de los alimentos ampliamente vinculados a la transmision de
microorganismos patdogenos como Listeria monocytogenes, causante de listeriosis. Durante
afios, muchos productores guatemaltecos se han dedicado a la comercializacion de lacteos
como fuente principal de ingresos, sin someterla a controles microbioldgicos ni procesos de

pasteurizacion, lo que representa un riesgo potencial para la poblacion consumidora.

En Guatemala, no se tiene un conocimiento claro de la situacién epidemioldgica de
L. monocytogenes debido al limitado nimero de investigaciones en torno a ella, por lo que
el objetivo de este trabajo, fue determinar su presencia en la leche de vaca que se
comercializa sin pasteurizar en localidades de San Jos¢ Pinula, Antigua Guatemala y en la
Unidad de Comercializacién de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. Para este proposito se analizaron 75 muestras de
leche cruda provenientes de fincas y centros de acopio en las localidades mencionadas (25
muestras por localidad), utilizando la metodologia propuesta por el Instituto Nutricional de
Centroamérica y Panaméa (INCAP), estandarizada con la cepa ATCC 19115 de L.

monocytogenes.

Los resultados de la entrevista mostraron que la limpieza inadecuada de las dreas de
ordefio, la utilizacion de agua no potable, la falta de capacitacion y supervision constante de
los empleados sobre las buenas practicas de higiene, el mantenimiento inadecuado de la
cadena de frio y la forma en que se traslada la leche para su distribucion y venta, pueden ser
algunos factores de riesgo que podrian favorecer la contaminacion de la leche cruda con L.
monocytogenes en los sitios evaluados. Las principales fuentes de contaminacion podrian
ser los recipientes en donde se recolecta y almacena la leche, el agua que utilizan para

realizar las labores del ordefio y el personal que manipula la leche, entre otros.

Los resultados obtenidos en el analisis microbioldgico, evidenciaron que de las 75
muestras analizadas, el 12 % fueron positivas para Listeria spp. De ellas, el 9.33 % se

identificaron como L. innocua y el 2.67 % como L. welshimeri, no evidencidndose la



presencia de L. monocytogenes. En cuanto a su procedencia, el 6.67 % pertenecieron a la
Unidad de Comercializacion, el 4 % a San José Pinula 'y el 1.33 % a Antigua Guatemala.
Estos resultados fueron confirmados con las pruebas comerciales API Listeria y BBL

Crystal.

La presencia de L. innocua y L. welshimeri, indica una inadecuada manipulacion de
la leche y condiciones higiénicas deficientes en las lecherias, lo que aumenta la
probabilidad de desarrollo de L. momnocytogenes.  Asimismo, la ausencia de L.
monocytogenes muestra que la leche cruda cumple con las normas legales establecidas en
Guatemala, en cuanto a la cero tolerancia de este microorganismo. Sin embargo, si
representa un riesgo potencial para la poblacion consumidora, debido a la presencia de otras

especies del género.

En base a los resultados obtenidos en este estudio, la Unidad de Salud del Bienestar
Estudiantil de la Universidad de San Carlos de Guatemala, puede continuar desarrollando
esta metodologia en otras regiones del pais para determinar la inocuidad de la leche cruda y
ademds implementar programas de capacitacion y supervision sobre buenas practicas de

manufactura para prevenir el desarrollo de listeriosis en personas susceptibles.



II. INTRODUCCION

Actualmente, las enfermedades de transmision alimentaria -ETA’s- constituyen un
peligro para la salud humana, debido a que los productos alimenticios representan la fuente
principal de riesgo respecto de los agentes bioldgicos y afectan a todos los paises
independientemente de su nivel de desarrollo. La Organizacion Mundial de la Salud -
OMS-, ha notificado siete patdgenos principales que se encuentran involucrados en estas
enfermedades: Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii 'y Listeria
monocytogenes, los cuales son causantes entre 3.3 a 12.3 millones de casos y alrededor de

3,900 muertes en Estados Unidos de América (1, 2).

L. monocytogenes es de gran importancia entre los patégenos emergentes asociados
a las ETA’s, debido a su amplia distribucion en la naturaleza y porque ha sido aislada de
varias especies de animales y una amplia variedad de productos alimenticios frescos y
procesados, como la leche cruda no pasteurizada, leche en polvo, quesos, helados, verduras
y legumbres crudas, productos céarnicos, entre otros. Ademas, es resistente a diferentes
condiciones ambientales como el alto contenido en sal (hasta un 10 %) o acidez (pH entre
4.5y 9.2) y sobre todo tiene la capacidad de sobrevivir durante largos periodos de tiempo
en alimentos refrigerados o congelados, logrando que se constituya en una seria amenaza
para la salud humana, ya que produce una enfermedad conocida como listeriosis. Cabe

mencionar que L. monocytogenes no sobrevive al proceso de pasteurizacion (3, 4).

A pesar de que la listeriosis ocurre de manera infrecuente (3 a 5 casos por millén de
habitantes por afio en Estados Unidos de América), entre el 20 y el 30 % de los casos tanto
epidémicos como esporadicos da lugar a defunciones. La proporciéon de fatalidad es mayor
(38 a 45 %) en individuos altamente susceptibles como personas inmunodeprimidas,
mujeres embarazadas, recién nacidos, ancianos y pacientes con problemas inmunoldgicos.
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son variadas incluyendo diarrea, meningitis,

septicemia, abortos espontaneos, entre otros (5).



En Guatemala se han realizado dos investigaciones, la primera determind la
presencia de L. monocytogenes en 3 de 100 muestras de camaron de exportacion y consumo

local y la otra, en 5 de 91 muestras de queso de produccion comercial (6, 7).

Considerando que la presencia de esta bacteria en la leche cruda podria en algin
momento representar un riesgo potencial para la salud publica, ya que €sta se consume a
veces sin tratamiento térmico o incluso se utiliza como materia prima para la fabricacion de

otros productos lacteos, es necesario determinar su presencia en este producto alimenticio.

Por lo mencionado, esta investigacién tuvo como objetivo determinar la presencia
de L. monocytogenes en la leche de vaca cruda que se comercializa en la Unidad de
Comercializacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala y en lecherias o centros de acopio ubicados en los municipios de
San Jos¢ Pinula y Antigua Guatemala. Para ello se analizaron 75 muestras de leche,
utilizando la metodologia propuesta por el Instituto Nutricional de Centroamérica y Panama
(INCAP), con el propdsito de establecer si este producto es una posible fuente del
microorganismo y que su consumo pueda poner en riesgo la salud de la poblacion
susceptible. Adicionalmente, se notificaron los resultados a las localidades bajo estudio y
al Departamento de Control de Alimentos y Medicamentos del Ministerio de Salud y

Asistencia Social.



III. ANTECEDENTES

A. La Leche

1. Generalidades

La leche liquida ocupa una posicion dominante a nivel mundial en relacion al
procesamiento, comercializacion y consumo lacteo. Esto se debe a que la leche liquida es
un alimento bésico en muchas sociedades donde la ganaderia lechera es una parte
importante del sistema de produccion agricola. La forma en que la leche es presentada para
la venta, va desde la comercializaciéon de leche cruda en la mayoria de los paises en
desarrollo, asi como también la leche pasteurizada tradicional y la leche “comercialmente
estéril” a la cual se le aplica el proceso UHT (Ultra High Temperature = temperatura ultra

elevada), en paises con industrias lecheras desarrolladas (8).

El tipo principal de leche que se consume en la mayoria de los paises es la leche de
vaca, aun cuando las leches de cabra, bufalo, oveja y camello también son consumidas.
La leche de vaca, es uno de los alimentos mas nutritivos puesto que posee un alto contenido
de proteinas (3.4 % principalmente caseina, con pequefias cantidades de lactoalbumina y
lactoglobulina) de alta calidad que proporcionan los diez aminoacidos esenciales,
carbohidratos (4.8 %, en forma de lactosa), grasas en suspension (3.7 %) y un 88.1 % de
agua.  Ademas, contribuye a la ingesta caldrica diaria total, como también, aporta

inmunoglobulinas y otros micronutrientes (3, 9-11).

2. Microbiota normal de la leche cruda

Las bacterias no patdogenas mas abundantes que forman parte de la microbiota
normal de la leche cruda, son las bacterias 4cido lacticas que pertenecen a la familia
Lactobacillaceae — Streptococcaceae. Algunos miembros de la familia Streptococcaceae

producen enfermedades en humanos (por ejemplo, Streptococcus pneumoniae).  Los



restantes miembros de la familia son de gran importancia en la microbiologia aplicada y en
especial en la microbiologia de los productos lacteos. Los principales organismos en este
grupo que se encuentran formando parte de la microbiota caracteristica de la leche son
Streptococcus lactis, S. cremoris y varias especies del género Lactobacillus como es el caso
de Lactobacillus casei, L. acidophilus, L. plantarum y L. brevis. Estos organismos no
producen enfermedad en los humanos, pero fermentan los carbohidratos de la leche para
formar 4cidos, disminuyendo de esta forma su pH, dando como consecuencia la
precipitacion de la caseina al mismo tiempo que le confiere un sabor agrio a la leche.
Otras bacterias que por lo general se encuentran en la leche cruda no pasteurizada, son los
miembros de los géneros: Micrococcus sp, Pseudomonas sp, Staphylococcus sp y

Bacillus sp  (12).

3. Fuentes de contaminacion de la leche cruda

La leche cruda resulta ser muy perecedera, pues su estado liquido y su
composiciéon nutritiva la hacen muy propensa a alterarse por la accion de los
microorganismos que originalmente contiene o que se introducen al manejarla de manera
inadecuada. A menos que la vaca esté enferma, la leche es estéril hasta que alcanza los
conductos galactéforos en la ubre de la vaca, pero debido a que los conductos contienen
bacterias, la primera porcion de leche que sale de la ubre siempre contienen
microorganismos. Sin embargo, ésta no es la principal fuente de bacterias en la leche. La
mayor parte de las bacterias provienen de las cubetas donde se recolecta la leche, del
equipo de la lecheria, de la contaminacién de los corrales, del personal y de fuentes
similares. Por esta razon, a los microorganismos que se encuentran en la leche se les han
dado tres origenes principales: el interior de la ubre, el exterior de los pezones y por ultimo,

el ordeno y los utensilios que se utilizan para manipular la leche (3, 12, 13).

Los microorganismos que pueden alcanzar la ubre, igualmente pueden llegar a
contaminar la leche antes o después del ordefio. Estos microorganismos pueden alcanzar la

leche por via mamaria ascendente o descendente. Por via ascendente lo hacen bacterias que



se adhieren a la piel de la ubre y posterior al ordefio entran a través del esfinter del pezén

(Staphylococcus aureus, Streptococcus sp y coliformes). La via descendente o hematogena

la utilizan los microorganismos que pueden causar enfermedad sistémica o tienen la

propiedad de movilizarse por la sangre y a través de los capilares mamarios llegar a infectar

la ubre (Salmonella sp, Brucella sp, Mycobacterium tuberculosis) (14, 15).

La contaminacién de la leche puede ocurrir una vez que esta ha sido extraida de la

glandula mamaria. Los utensilios, tanques de almacenamiento, transporte e incluso el

personal que manipula la leche, son fuentes de contaminacion de microorganismos que

utilizan esta via que, en algunos casos son las mas abundantes y a la vez son los causantes

de grandes pérdidas en la calidad del producto (15).

a. Principales vias de entrada de microorganismos contaminantes de la leche

1)

2)

El animal: tedricamente la leche al salir del pezon deberia ser estéril, pero
siempre contiene de 100 a 10,000 Unidades Formadoras de Colonias por
mililitro (UFC/ml), una baja carga microbiana que puede llegar a multiplicarse
si la leche es manipulada inadecuadamente. Los microorganismos pueden
entrar por via mamaria ascendente a través del esfinter del pezon, es por ello
que cualquier lesion que afecte la integridad del mismo, facilitara un aumento
en la contaminacion. La leche puede también contaminarse al salir por medio
de pelos que se desprenden de los animales. La ubre esta en contacto con el
suelo, heno, y cualquier superficie donde las vacas se echen, de alli que los
pezones sean considerados como una fuente importante de esporas
bacterianas. En animales enfermos (vacas con mastitis) aumenta el nimero de

microorganismos en leche (3, 15).

Aire: el aire representa uno de los medios mas hostiles para la supervivencia
de los microorganismos debido a la constante exposicion al oxigeno, cambios

de temperatura y humedad relativa, radiacion solar, etc. Es por ello que sélo



3)

4)

5)

6)

aquellos microorganismos resistentes podran ser capaces de permanecer en el
aire y llegar a contaminar los alimentos. Los microorganismos Gram negativo
mueren rapidamente mientras que los Gram positivo y aquellos esporulados

pueden persistir por largo tiempo (15).

Agua: el agua utilizada para la limpieza de los equipos y utensilios de ordefio,
la higiene del animal y del personal, debe ser lo mas limpia posible. El agua
puede ser una fuente importante de microorganismos psicrofilos

(Pseudomonas sp.) y de bacterias coliformes (15).

Suelo: el suelo es la principal fuente de microorganismos termoduricos y
termofilos. La leche nunca entra en contacto con el suelo pero si los animales,
utensilios y personal, de manera que es a través de ellos que los
microorganismos teluricos (Clostridium sp) pueden alcanzar a contaminar la

leche (15).

El ordeiiador: el ordenador puede llegar a jugar un papel importante en la
contaminacion de la leche, sobre todo cuando el ordefio es manual. En nuestro
medio es frecuente observar como el personal encargado del ordefio no se lava
las manos y peor auin, se las humedece en la misma leche para lograr
lubricacion que facilite el ordefio. Se ha sefialado al ordefiador como
responsable de la contaminacioén de la leche con microorganismos patdégenos
(S. aureus, E. coli, M. tuberculosis, Streptococcus sp., L. monocytogenes, etc.).
Las heridas infectadas en manos y brazos pueden ser fuentes de algunos de

estos microorganismos (3).

Estiéreol: el estiércol es la fuente principal de microorganismos coliformes.
Estos pueden alcanzar la leche a través del animal o del ordefiador asi como

también por medio de los utensilios mal higienizados (15).



7) Utensilios y transporte: el contacto de la leche con el material de ordefio y su
permanencia en los tanques y transporte puede multiplicar por un factor de 2 a
50 la microbiota presente. De alli que la higiene adecuada de éstos, por medio
de agentes desinfectantes, afecta significativamente la calidad sanitaria de la
leche. La microbiota proveniente de esta fuente puede ser diversa, pero la més
frecuente es la termorresistente, razon mas que suficiente para exigir al

maximo la higiene (3, 15).

4. Enfermedades transmitidas por la leche

Las enfermedades que se transmiten al ser humano a través del consumo de leche
cruda no pasteurizada son numerosas y pueden ser de origen bacteriano, virales y las
provocadas por rickettsias. Las mismas se dividen en dos categorias principales: 1)
enfermedades provocadas por microorganismos que infectan a la vaca y que luego se
incorporan a la leche y 2) enfermedades que se originan de la contaminacion de la leche

por fuentes en las que participa el ser humano (12).

Los ejemplos mejor conocidos del primer grupo son la tuberculosis bovina y la
brucelosis. También se incluyen la escarlatina y la faringitis estreptocdcica las cuales se
transmiten a los humanos a partir de vacas infectadas con Streptococcus pyogenes. En
forma similar, S. aureus puede infectar a la vaca y provocar una intoxicacion alimentaria en
el ser humano. La enfermedad producida por rickettsias (fiebre Q), también se transmite a
los humanos por medio del consumo de la leche de vacas infectadas o por inhalar polvo o
excremento seco proveniente de pasturas o corrales infectados. Asimismo, se menciona a
la listeriosis, una enfermedad grave y con frecuencia mortal que también se transmite a
través de la leche contaminada con la bacteria L. monocytogenes. En el segundo grupo de
enfermedades se incluye la salmonelosis (infeccion causada por Salmonella sp), la
shigelosis o disenteria bacilar (causada por Shigella sp) y la difteria (causada por
Corynebacterium diphtheriae). Campylobacter jejuni también provoca numerosos casos de

gastroenteritis, siendo su particularidad la ingestion de leche cruda (12).
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Cabe mencionar, que varios de los microorganismos mencionados, son causa de una
infeccion localizada en la ubre o en los conductos galactéforos del ganado lechero
denominada mastitis. No obstante, debido a la extension y gravedad de los problemas que
provoca actualmente esta enfermedad en el ganado lechero tanto en el orden de la salud

como en el econdmico, es necesario dedicarle una seccion especial (16).

a. La mastitis

La mastitis es una inflamacién o irritacion de la glandula mamaria producida por
diversos agentes, principalmente de tipo infeccioso, caracterizdndose por cambios fisicos y
quimicos en la composicion de la leche y ocasionando alteraciones patologicas localizadas
en la mama. La enfermedad puede desarrollarse en diferentes formas: aguda, subaguda o

crénica (16).

En el desarrollo de la mastitis pueden intervenir numerosos microorganismos como
bacterias, levaduras, mohos, virus y otros agentes. Los que participan con mayor
frecuencia son: S. aureus, E. coli, S. agalactiae, Streptococcus dysagalactiae,
Streptococcus uberis, Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa. También en
ocasiones han sido citados como agentes de mastitis otros patégenos como Salmonella sp,

L. monocytogenes, Mycobacterium bovis y M. tuberculosis (3, 16).

La leche cruda obtenida asépticamente de una vaca sana normalmente contiene pocos
microorganismos, menos de 10°-10° UFC/ml y la leche extraida de uno o varios de los
cuatro pezones que tiene la ubre de la vaca, puede ser estéril. No obstante, los recuentos
son mas elevados debido a la mastitis, en donde el recuento de bacterias en la leche

marmitica durante la fase aguda de la enfermedad, puede sobrepasar las 10° UFC/ml (3).

Existen dos tipos de mastitis, que se diferencian por la presencia (mastitis clinica) o
ausencia (mastitis subclinica) de signos o sintomas de la enfermedad. En cuanto a su

diagnostico, la mastitis clinica, puede ser detectada facilmente por sus manifestaciones
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aparentes y cualquier ordefiador con algo de experiencia puede reconocerla. No sucede lo
mismo con la mastitis subclinica y por esto, la gravedad del problema es mayor. En primer
lugar, porque son pocos los que conocen en su real magnitud, la gran difusion de este tipo
de mastitis y su incidencia en la salud y la economia. Debido a esto, se hace necesario
insistir sobre la importancia de este tipo de mastitis, teniendo en cuenta que se presentan
entre 15 a 40 veces mas que las mastitis clinicas, a las que normalmente preceden. Por otra
parte, las mastitis subclinicas son de duracion larga y dificiles de diagnosticar, rebajan el

volumen de produccion y provocan nocivos efectos en la calidad (16).

En Espafia, septiembre de 2003, se aisld L. monocytogenes como causante de una
mastitis subclinica de una vaca que estaba en su tercera lactacion. A inicios de diciembre
de ese mismo afio, se detectd esta bacteria en otra vaca que estaba en su sexta lactacion, sin
aplicar ningun tipo de tratamiento. Ninguna de las vacas manifest6 sintomas locales o
generales durante el periodo de estudio, cursando la infeccion de manera subclinica. Esto
significa que existe un riesgo sanitario a tener en cuenta, particularmente cuando se
consume directamente leche procedente del tanque o se utiliza leche cruda para elaboracion

de derivados lacteos (17).

En muchos paises los programas de sanidad animal no contemplan el control de la
mastitis. Posiblemente, esto se deba a que no se ha demostrado a las autoridades
pertinentes, el dafo que produce esta enfermedad, para asi iniciar programas de control a
nivel nacional. A lo anterior, debe sumarse el poco interés del productor lechero por dar
solucion a este problema, debido a que no es una enfermedad que les produzca impacto y

alarma, sobretodo, si s6lo se percata de los animales que sufren mastitis clinica (16).

5. Control de las enfermedades transmitidas por la leche

Para el control especifico de las enfermedades transmitidas por la leche pueden

emplearse dos técnicas generales. Estas técnicas son 1) la inspeccion del ganado y la

eliminacion de los animales infectados y 2) la destruccion de los agentes patogenos
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mediante el proceso de pasteurizacion o esterilizacion. En los Estados Unidos, la
inspeccion del ganado se encarga de investigar principalmente dos enfermedades, la
tuberculosis bovina y la brucelosis. Para poder diagnosticarlas, se realizan pruebas
cutaneas en todo el ganado lechero, utilizando material derivado de los microorganismos
que provocan ambas enfermedades y cualquier vaca que muestre una reaccion alérgica a
alguno de estos materiales se clasifica como portadora de la enfermedad correspondiente y

se sacrifica (12).

Asimismo, se investiga la presencia de mastitis en las vacas determinando el nimero
de globulos blancos presentes en la leche. Las infecciones existentes pueden ser eliminadas
por recuperacion espontdnea, eliminacion del animal o por tratamiento con antibioticos. Lo
mas recomendable para erradicar la mayoria de las enfermedades existentes, es el empleo

de la terapia con antibioticos (12, 16).

Otra forma de controlar las enfermedades que se transmiten por la leche es
adoptando medidas adecuadas en las lecherias que permitan eliminar las principales fuentes
de contaminacién de la leche. Si bien el lavado de los pezones de la ubre, previo al ordefio,
es fundamental para obtener una leche de buena calidad microbiologica, no lo es menos el
medio ambiente, el equipo de ordefio y de almacenamiento de la leche, ya que
frecuentemente suelen ser la fuente mas importante en cuanto a contaminacion microbiana
se refiere. Dentro de lo que es medio ambiente, es importante considerar al ordefiador y el

agua disponible (16).

El ordefador puede transmitir microorganismos patogenos, si es que se encuentra
enfermo, actuando de vector al tomar contacto con superficies, utensilios, etc., luego que
¢éstos han sido desinfectados, o por el empleo de malas técnicas de ordeiio, como el
humedecimiento de las manos con los primeros chorros de leche (ordefio manual), no lavar
las pezoneras luego de su caida al suelo y previo a su colocacion (ordefio mecanico), entre
otros. En cuanto al equipo de ordefio, si éste tiene un adecuado disefio, correcta instalacion

y buena higiene, no debe presentar un elemento preocupante en cuanto a contaminacion
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microbiana. Su disefio y montaje es uno de los factores que incidira sobre la facilidad de
limpieza y en consecuencia, sobre la multiplicacion de microorganismos en la instalacion.
Por ello, el objetivo primordial en toda instalacion y sala de ordefio es la sencillez, evitando
en lo posible todo elemento que implique ser desarmado para su limpieza; en el caso en que
no sea factible, hay que asegurar que su desarme y montaje resulte facil. Para el caso de
ordefio a mano es recomendable el uso de recipientes de boca estrecha y con tapa, con el
objeto de disminuir la posibilidad de caida de sustancias extrafias a la leche. Previo al uso
del equipo, éste debe estar completamente limpio, al finalizar el ordefio tiene que lavarse y
desinfectarse empleando exclusivamente detergentes y desinfectantes aprobados y en una
concentracion adecuada. El agua utilizada para la limpieza de los equipos y utensilios de
ordefio, la higiene del animal y del personal, debe ser lo mas limpia posible (de preferencia

potable), ya que puede ser una fuente importante de microorganismos patégenos (16).

Otro aspecto a considerar, es la utilizacion de la refrigeracion como medida para
conservar la leche cruda. En los paises mas desarrollados, la leche es almacenada en
contenedores antes de ser transportada por medio de un camidn refrigerado hasta el centro
de acopio, en donde se almacena en tanques bajo refrigeracion hasta que se utiliza. Durante
este tiempo, su temperatura permanece por debajo de los 7 °C por lo que los tnicos
microorganismos capaces de desarrollarse son los denominados psicrotrofos, los cuales
provocan defectos en la leche por desdoblamiento de la grasa y las proteinas. Dentro de
¢€stos microorganismos se encuentran Pseudomonas sp, Achromobacter sp, Alcaligenes sp,
Micrococcus sp, Listeria sp, entre otros. Su desarrollo es muy rapido, teniendo un tiempo
de generacion de 6 a 8 horas a 4 °C, pudiendo de esta manera multiplicar su poblacion diez
veces, en un término de 24 horas. Su importancia radica en la capacidad que tienen de
segregar lipasas y proteasas termorresistentes cuando se multiplican en la leche. Aunque
los microorganismos productores de lipasas pueden ser finalmente destruidos, no sucede lo
mismo con sus enzimas, pudiendo actuar posteriormente a los tratamientos térmicos. Esto
provoca grandes problemas a la industria lactea, especialmente aquellas dedicadas a la
"esterilizacion comercial” de leche y productos lacteos mediante el proceso UHT, ya que

las enzimas resistentes al tratamiento disponen de largos periodos para actuar (3, 16).
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Gran parte de las enfermedades que todavia se transmiten a través de la leche,
pueden controlarse satisfactoriamente mediante los procesos de pasteurizacion o

esterilizacion (12).

6. Tratamiento térmico de la leche

Como se menciond en los incisos anteriores, aunque la leche cruda debe estar
practicamente libre de bacterias en el momento en que se obtiene de una vaca sana, es casi
imposible mantenerla en esta condiciéon. Por tal razon, la mayor parte de la leche para
consumo humano, es tratada con calor para prevenir riesgos de salud publica causados por
microorganismos patdgenos presentes en la misma. En los paises en desarrollo, una
proporcion significativa de la leche es producida por lecherias artesanales y vendida

directamente al consumidor, quien habitualmente la hierve antes de consumirla (9, 18).

La intensidad del tratamiento térmico necesaria para destruir los microorganismos o
sus esporas depende de la especie de microorganismo, de su estado fisioldgico y de las
condiciones del medio en el momento de efectuar el tratamiento. Segun el tratamiento
térmico que se emplee, es posible que se destruyan sélo algunas células vegetativas, la
mayoria de las células o todas las células, parte de las esporas bacterianas o la totalidad de
las mismas. En el caso de la leche, los tratamientos con calor habituales incluyen el
proceso de pasteurizacion, por el cual se eliminan todos los gérmenes patdogenos y el
proceso de esterilizacion, el cual al eliminar tanto microorganismos patégenos como
toxigénicos, prolonga el vencimiento de la misma, siendo en consecuencia mas efectivo que

la pasteurizacion (19, 20, 21).

a. Pasteurizacion de la leche

En el ano 1824, cuarenta afios antes de las investigaciones de Pasteur sobre la

destruccion térmica de los microorganismos presentes en el vino y en la cerveza, ya se

habian realizado propuestas para el tratamiento térmico de la leche. Cuando la industria
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lactea implant6 la pasteurizacion de la leche en el afo 1890, lo hizo tanto para retrasar el
agriado como para evitar la difusion de enfermedades. Hoy en dia, mas que las
consecuencias de la alteracion, es la inocuidad la que determina las exigencias legales

minimas de la pasteurizacion (3).

La pasteurizacion es un tratamiento térmico que destruye parte de los
microorganismos existentes en los alimentos, aunque no todos. El calentamiento se puede
llevar a cabo con vapor, con agua caliente, con calor seco o con corrientes eléctricas,
enfridndose los alimentos inmediatamente después de haber sido sometidos a tratamiento
térmico. La pasteurizacion es con frecuencia una exigencia legal adoptada como medida de
salud publica, debido a la implicacion frecuente de algiin producto alimenticio como

vehiculo de enfermedad (3, 18, 19).

La pasteurizacion se ha clasificado en varias opciones a emplear, esto significa que

este proceso se puede utilizar cuando:

1) Tratamientos térmicos mas intensos podrian perjudicar la calidad del alimento, como es
el caso de la leche comercial,

2) Su Unica finalidad es destruir los microorganismos patégenos, como es el caso de la
leche comercial,

3) Los microorganismos capaces de producir alteraciones no son muy termorresistentes y,

4) Por quedar en el alimento cualquier microorganismo vivo capaz de alterarlo, serad
preciso emplear otros procedimientos de conservacion, como es el caso de la

refrigeracion de la leche comercial (19).

Tanto los tiempos como las temperaturas que se utilizan en la pasteurizacion,
dependen del procedimiento empleado y del alimento a tratar. El sistema de pasteurizacion
denominado temperatura elevada-tiempo corto por sus siglas en inglés HTST (High
Temperature-Short Time), es un sistema automatizado que consta de una serie de

aditamentos disefiados de tal manera que permite la pasteurizacion de la leche en
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cantidades ilimitadas mediante un flujo constante, a una relacion tiempo-temperatura
adecuada en todo momento (72 °C durante 15 segundos). Mientras que en el
procedimiento denominado temperatura baja-tiempo prolongado 6 LTH (Low Temperature
Heating) se emplea una temperatura mas baja durante un tiempo mayor (62.8 °C durante 30
minutos), ambos procesos van seguidos por un enfriamiento rapido. Muchos
microorganismos mueren con la aplicacion del proceso de pasteurizacion, sin embargo, es

importante que la leche no se contamine después de terminar el proceso (3, 19, 20, 22).

Una tercera forma para preservar los alimentos se conoce como método de
temperatura ultra elevada 6 UHT. Las industrias lacteas dedicadas a la “esterilizacion
comercial” de la leche mediante el proceso UHT, emplean una temperatura aproximada de
135 - 150 °C por un periodo de 2 a 10 segundos. Cabe mencionar, que la leche UHT es un
alimento appertizado. El término “appertizacion”, hace referencia a tratamientos en los que
los inicos microorganismos que sobreviven son incapaces de desarrollarse en el interior del
producto en condiciones normales. Como consecuencia, los productos appertizados tienen
una vida comercial prolongada incluso en el caso de que se almacenen a temperatura
ambiente. El término fue utilizado como alternativa a la todavia universalmente utilizada
expresion de los productos “comercialmente estériles”, la cual no fue muy aceptada debido
a que la esterilidad no es un concepto relativo: un determinado producto, o es estéril o no lo
es. Un alimento appertizado o comercialmente estéril no necesariamente es estéril, es decir,

totalmente exento de microorganismos viables (3, 12).

Hay que tener en cuenta que con la pasteurizacion no se puede mejorar la calidad de
la leche, solamente conservarla. La ventaja de este método es que suministra una leche
pura, sin microorganismos patégenos en general y sin perder su riqueza vitaminica (22).

b. Esterilizacion

La leche esterilizada es aquella que ha sido sometida a un proceso térmico suficiente

para asegurar la ausencia de gérmenes patdgenos, toxigénicos o toxinas, con lo cual debera
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mantener su estabilidad y buena calidad comercial durante un periodo de tiempo

suficientemente largo (22).

1) Esterilizacion de leches envasadas:

a)

b)

Sistema discontinuo: consta de autoclaves fijas o moviles donde se ubican las
botellas de vidrio, los tratamientos térmicos son largos y a temperaturas altas lo
que trae a veces problemas de sabor a cocido u oscurecimiento. Estos sistemas

hoy so6lo se utilizan en pequenas industrias (22).

Sistemas continuos: son los llamados “torres”. Se basan en tres torres: la del
medio tiene vapor a presion y las otras dos actian como fuerza hidrostatica de
equilibrio. La leche envasada entra al sistema ya preesterilizada, va descendiendo
por la torre y aumentando su temperatura hasta los 100 °C, alli pasa a una
segunda torre donde estd a 115 °C por 15 minutos, en la tercera torre los envases
se van enfriando hasta los 30 °C. La calidad de las leches obtenidas por este
método es excelente, aunque al sufrir ebullicion algunas vitaminas son destruidas,

por lo que generalmente se le adicionan vitaminas Ay D (22).

2) Esterilizacion de leche a granel:

En este caso se tratan las leches por cortos periodos a elevadas temperaturas por

medio de equipos UHT. La temperatura de calentamiento es de 135 - 150 °C en un periodo

de 2 a 10 segundos para destruir las lipasas (enzimas) bacterianas. El envasado es aséptico,

en recipientes estériles. Los envases deben ser opacos, livianos, impermeables al agua y

gases, sin sabor ni olor y resistentes a los pre-tratamientos quimicos o térmicos. Los mas

utilizados son los Tetra Brik (forma de ladrillo) o Tetra Pack (tetraédricos) con un laminado

de polietileno, cartdn, tinta oscura, aluminio y polietileno para mayor conservacion (22).
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7. Productos lacteos

La leche de vaca constituye un interesante y complejo sistema coloidal, cuyas
propiedades resultan de gran importancia en la elaboracién de los llamados productos
lacteos. Este término se emplea en la industria alimentaria en relacion con una escala muy
amplia de productos fabricados a partir de la leche cruda, la cual se procesa para separar los
componentes principales, o sea la crema y la leche descremada. O bien, se procesa para
convertirla en mantequilla, queso, helados y otros productos lacteos conocidos. Asi mismo,
la leche puede modificarse mediante la condensacion, deshidratacion, anadidura de sabores,

el fortalecimiento, la desmineralizacion y por otros tratamientos mas (18, 23).

También la leche entera o sus componentes pueden emplearse como tales, o bien se
les puede combinar en diversas proporciones para su incorporacién a un gran numero de
productos alimenticios fabricados, entre ellos la leche chocolatada, el pan, los pasteles,
articulos de confiteria, sopas y muchos otros productos alimenticios que no pertenecen

realmente a la categoria de los productos lacteos (3, 23).

8. Elsector lacteo en Guatemala

En paises en desarrollo como Guatemala, la actividad lactea representa uno de los
sectores agropecuarios con mayor impacto socioecondmico, en donde actualmente se
producen mas de 270 millones de toneladas métricas de leche de vaca fresca por afio.
Durante afos ha representado el medio de vida para muchos productores y sus familias,

generando miles de empleos directos en la produccion y la industria (24).

Segtn la Camara de Productores de Leche de Guatemala, las principales regiones
productoras de este alimento en el pais son, la region Sur-Oriente (37 %), Nor-Oriente (19
%), Central (16 %) y otras regiones (28 %). De la region Central (departamentos de
Guatemala, Sacatepéquez y Chimaltenango) uno de los municipios en donde se produce la

mayor cantidad de leche de vaca es San Jos¢ Pinula (perteneciente al departamento de
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Guatemala) con 14,643 litros diarios (Anexo 1). Otro municipio de importancia en el area
central es Antigua Guatemala que, aunque no se considera uno de los mayores productores
de leche de vaca -747 litros diarios- (Anexo 2), es el que presenta la mayor poblacién de

habitantes (59,790) del departamento de Sacatepéquez (Anexo 3) (25-28).

B. Género Listeria

1. Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y serologicas

Los miembros del género Listeria son bacilos cortos gram positivo no esporulados,
con tendencia a presentarse en cadenas cortas de tres a cinco microorganismos. Su
morfologia celular puede ser cocoide o bacilar y miden de 0.4 a 0.5 um por 0.5 a 2 um,
presentan de uno a cinco flagelos peritricos que les confieren una movilidad caracteristica
en forma de sombrilla cuando crecen a temperaturas de 20 a 25 °C. Son anaerobios
facultativos y su crecimiento optimo es entre 30 y 37 °C. Bioquimicamente, todas las
especies del género son catalasa positivo, oxidasa negativo, las reacciones de Voges-
Proskauer y rojo de metilo son positivas, hidrolizan la esculina en pocas horas pero no la
urea ni la gelatina, no producen indol ni 4cido sulfhidrico y producen 4cido a partir de

glucosa y otros azlicares como ramnosa, xilosa, etc., (3, 4, 29).

El género Listeria incluye siete especies que han sido aisladas del suelo, materia
vegetal en putrefaccion, aguas residuales, alimentos frescos y procesados, desechos de los
mataderos, asi como en el tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos. Las
especies aisladas de este género son: L. murrayi, L. grayi, L. seeligeri, L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri y L. monocytogenes, siendo ésta ultima la unica implicada en
patologia humana y L. ivanovii que es ocasionalmente responsable por abortos en

animales, por lo que las otras especies son no patogénicas (3, 4, 29, 30).
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2. Habitat y condiciones ambientales de crecimiento

L. monocytogenes es una especie que se encuentra de manera generalizada tanto en el
medio agrario (suelos, plantas, materia fecal, aguas residuales y agua) como en el ambiente
de elaboracion de alimentos. Ha sido aislada de varias especies de mamiferos, aves, peces,
crustaceos e insectos. No obstante su principal habitat es el suelo y la materia vegetal en
descomposicion, en la cual vive y crece como saprofito. Los microorganismos pueden
perdurar hasta tres meses en las heces de las ovejas y se ha comprobado que sobreviven
once meses y medio en suelos humedos, hasta 16 meses y medio en heces de bovinos, 207
dias sobre paja seca y mas de dos afios en suelos secos. También se ha comprobado que el
ensilaje fermentado inadecuadamente con pH mayor de 5, puede favorecer el crecimiento y
supervivencia prolongada de L. monocytogenes, considerandose como una fuente
importante de infeccion en vacas, ovejas y cabras, ocasionandoles principalmente

encefalitis, abortos espontaneos, nacimientos prematuros y mastitis (4, 31, 32).

Su crecimiento 6ptimo es entre 30 y 37 °C, aunque puede crecer en un rango de 3 a
45 °C, por lo que es considerado como un patdogeno psicrotolerante. Es resistente a
diferentes condiciones medio ambientales tales como el contenido alto en sal, siendo capaz
de crecer hasta en un 10% de cloruro soédico, puede crecer con o sin la presencia de aire, en
alimentos con valores de pH entre 4.5y 9.2 y en actividades de agua (cantidad de agua
libre disponible para el crecimiento microbiano y para los procesos quimicos y enzimaticos;
la actividad de agua de la leche esta estimada en 0.99, la del agua pura es 1.00) por encima
de 0.92. Ademas, como caracteristica particular, presenta una inusual resistencia a los
ambientes extremos, ya que es capaz de sobrevivir durante largos periodos de tiempo en
alimentos congelados (resiste temperaturas de — 0.4 °C incluso hasta — 20 °C durante dos

afios) o secos y tiene la capacidad de resistir a una pasteurizacion inadecuada (4, 29, 33).

3. Determinantes de patogenicidad

L. monocytogenes es un microorganismo intracelular facultativo que invade y

prolifera en una variedad de células de mamiferos, incluidos los macrofagos, las células
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epiteliales y los fibroblastos. La capacidad del microorganismo de penetrar en el
citoplasma de la célula, proliferar y diseminarse a las células adyacentes es esencial para la
expresion plena de su potencial patogénico. La virulencia de la bacteria es multifacética y
al parecer se debe tanto a los componentes antifagociticos que estan presentes en la
superficie celular del microorganismo, como a los productos solubles excretados durante la

proliferacion (30, 34).

El producto soluble mejor definido es una hemolisina, la listeriolisina O, que
desempefia un papel importante en la patogenia de la infeccién. Cuando es fagocitado, el
microorganismo empieza a fabricar listeriolisina, que se fija al colesterol y rompe la
membrana del fagolisosoma lo que conduce a la proliferacion descontrolada de los
microorganismos dentro del citoplasma del fagocito. Se ha demostrado que esta proteina
contribuye a la virulencia de L. monocytogenes porque inhibe el procesamiento del

antigeno mediado por los macrofagos (4, 30, 32).

Otro factor antifagocitico presente en la pared celular de las listerias es el LPS, el cual
presenta propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas muy parecidas a las de las endotoxinas
lipopolisacaridas (LPS) de las bacterias gram negativas. Se cree que el LPS es responsable
del sindrome por crioaglutininas transitorio que se observa en algunos pacientes con
infecciones septicémicas por listerias. Los anticuerpos inducidos en estos pacientes
pueden, en condiciones adecuadas, reaccionar con los propios eritrocitos del huésped y

causar una lisis in vivo mediada por el complemento (30).

4. Epidemiologia

De manera tipica L. monocytogenes es de incidencia esporadica y su distribucion es
mundial. Ha sido aislada del suelo, agua, de vegetales en descomposicion y ensilajes
(fuente principal de infeccion en los rumiantes), asi como también de seres humanos con la
enfermedad, de portadores sanos y de un amplio espectro de otros mamiferos, aves, peces,

garrapatas y crustaceos. Ademas, se ha recuperado tras epidemias a partir de lacteos,
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carnes y verduras y ha sido considerada como uno de los siete patogenos principales que se
encuentran involucrados en las enfermedades transmitidas por alimentos -ETA’s-. Hoy en
dia estas enfermedades son un importante reto para la salud publica, ya que constituyen un
peligro para la salud humana. De acuerdo con las ltimas estadisticas presentadas por la
Organizacion Mundial de la Salud -OMS-, las ETA’s son causantes entre 3.3 a 12.3
millones de casos y alrededor de 3,900 muertes en los Estados Unidos de América (2, 5,

30).

En paises como Estados Unidos de América, los datos de una vigilancia activa
mostraron unas tasas de infeccion anual entre 1982 y 1986 de 7.4 casos de listeriosis por
millon de habitantes, correspondientes a 1,850 casos anuales con 425 muertes atribuibles
por afio. La mayoria de estos casos se concentraron en la poblacién menor de un mes y
mayor de 60 afios. Sin embargo, es preocupante la descripcion de brotes alimenticios desde
1983 donde la poblacion general se vio afectada y los cuales se asociaron mas
frecuentemente con el consumo de quesos blancos y leche cruda. Asi mismo, en algunos
paises de Europa, la incidencia anual de listeriosis fue estimada en un rango de 0.1 a 11.3

casos por millon de habitantes durante 1990 (35, 36, 37).

En afios mas recientes, la tasa de infeccion reportada en Estados Unidos fue de 1 a
9 casos de listeriosis por millon de habitantes por afo, de los que un tercio sucedieron en
embarazadas con el consiguiente riesgo, por via transplacentaria o por el canal del parto, de
sepsis perinatal o muerte fetal. Sin embargo, entre 1996 y el 2001, se observo una
disminucién en el nimero de casos, presentdndose entre 3 a 5 casos de listeriosis por millon
de habitantes por afio. El 99 % de los casos de listeriosis son de origen alimentario, el resto
obedece a la infeccion de los neonatos por una madre infectada o por contagio en salas de
neonatologia. La complicacion reside en que entre el 20 y 30 % de los casos de origen

alimentario da lugar a defunciones (5, 38).

Cabe mencionar, que en Norte América han ocurrido cinco brotes principales de

listeriosis. El primero se dio en Canada en 1981, el cual implic6 a 41 casos en total; de los
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34 casos perinatales, hubo 9 partos prematuros, 23 casos en recién nacidos con una tasa de
mortalidad del 27 % y 2 nacimientos vivos de nifios sanos. La tasa de mortalidad en los
adultos fue del 28.6 %. El alimento implicado en el brote fue una ensalada de repollo, la
cual habia sido cultivada en campos que habian sido abonados con estiércol reciente de
ovejas con listeriosis. Durante el verano de 1983, la leche pasteurizada fue responsable de
un brote en Massachussets que implicd a 42 adultos y a 7 casos perinatales. De las 49
personas involucradas en el brote, catorce murieron dando una tasa de mortalidad global del
29 %. La leche implicada en el brote habia llegado de granjas en las que habia existido

listeriosis bovina (3, 31).

En junio de 1985, L. monocytogenes emergié como un serio patdégeno asociado a las
enfermedades transmitidas por alimentos, cuando el consumo de un queso estilo mexicano
fue el responsable de cerca de 300 casos de listeriosis, incluyendo 85 muertes entre
hispanos en el sureste de California. Un total de 142 casos involucraron a 93 mujeres
embarazadas y a 49 adultos inmunocomprometidos (exceptuando mujeres embarazadas) en
el condado de Los Angeles. Cuarenta y ocho de estos individuos murieron, dando una tasa
de mortalidad del 33.8 %. Inspecciones subsecuentes realizadas a la fabrica, indicaron que
el queso implicado en el brote habia sido ilegalmente fabricado con una combinacion de

leche cruda y leche pasteurizada (39).

En julio de 1994, se report6 el cuarto brote en el que 54 de 60 (90 %) personas,
desarrollaron listeriosis entre 9 a 32 horas luego de haber consumido leche chocolatada
pasteurizada en un picnic en Illinois. Asimismo, se registraron 12 casos adicionales en
Illinois, Wisconsin y Michigan. En este brote, los sintomas gastrointestinales (diarrea,
fiebre, escalofrios, nduseas y vomitos) fueron los que predominaron. Adicionalmente, s6lo
cuatro personas requirieron hospitalizacion, incluyendo una mujer embarazada que dio a
luz a un bebé sano, 5 dias después de haber tenido diarrea por casi 6 horas. Probablemente,
los factores que contribuyeron al desarrollo de L. monocytogenes en la leche chocolatada
fueron, la contaminacion post-pasteurizacion de la leche y la inadecuada y/o no existente

refrigeracion durante el envasado y transporte de la misma (40).
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Durante agosto de 1998 a febrero de 1999, el consumo de hot dog fue asociado con
el segundo brote de listeriosis mas grande ocurrido en los Estado Unidos de América, en el
cual se reportaron 108 casos en 24 estados. Mas del 80 % de las victimas eran adultos con
una edad media de 70 afos y mas del 60 % de éstos padecia de alguna enfermedad
subyacente. Este brote provocod 14 muertes y 4 abortos espontaneos, dando una tasa de

mortalidad del 17 % (41).

Diversas investigaciones sobre L. monocytogenes se han llevado a cabo en otros
paises, entre las que se menciona, una realizada en Canada durante 1988, en la cual se
determind una incidencia general del 12.4 % de especies de Listeria en 445 muestras de
leche cruda analizadas. L. innocua fue la mas frecuentemente aislada en un 9.7 % (43
muestras), mientras que L. monocytogenes y L. welshimeri fueron encontradas cada una en
un 1.3 % (6 muestras) de las muestras de leche. No se encontraron otras especies de

Listeria (42).

Otra investigacion similar se llevd a cabo en Brasil, en una planta de productos
lacteos, durante los meses de octubre de 1989 a septiembre de 1990 (excepto diciembre).
Esta investigacion evaluo la presencia de Listeria spp en un total de 440 muestras de leche
(220 muestras de leche cruda y 220 muestras de leche pasteurizada). En general, se
determind que el 12.7 % (28) de las muestras de leche cruda, el 0.9 % (2) de muestras de
leche pasteurizada y el 6.8 % (30) del total de muestras de leche estaban positivas para
Listeria spp, mientras que el 9.5 % (21) de muestras de leche cruda, ninguna de las
muestras de leche pasteurizada y el 4.8 % (21) del total de muestras de leche estaban
positivas para L. monocytogenes. La leche cruda también contenia L. innocua en un 9.5 %,
L. welshimeri en un 0.9 % y L. grayi en un 0.4 %. La leche pasteurizada solamente

contenia L. innocua (0.9 %) (43).

En Francia en 1992, Goulet ef al., realizd un estudio en el que recolect6 informacion
de 225 casos de infecciones causadas por L. monocytogenes, excluyendo a aquellas que

estuvieran relacionadas con mujeres embarazadas. En este caso, los mas afectados fueron
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los del sexo masculino (62 %) y las personas mayores a los 65 anos de edad. El 81 % del
total de casos, ocurrieron en personas con alguna condicion subyacente: el 34 % de ellos
eran pacientes con severa inmunosupresion, el 37 % estaban con dialisis o tenian diabetes
mellitus, alcoholismo, falla hepatica, entre otros y el 10 % restante presentaban alguna otra
condicién subyacente que no estaba asociada a la inmunosupresion. Las formas clinicas
que se presentaron con mayor frecuencia fueron: la infeccion del sistema nervioso central
en adultos previamente sanos (80 %) y el desarrollo de bacteriemia (52 %). La tasa de

mortalidad fue del 24 % (44).

En la Fundacion —Clinica Valle del Lili- en Cali, Colombia, se ha visto desde 1994
la aparicion cada vez mas frecuente de listeriosis en pacientes inmunosuprimidos y en
neonatos. De un total de 19 casos confirmados bacteriolégicamente, 10 se presentaron en
adultos inmunosuprimidos, 2 en mujeres embarazadas, 6 en neonatos y una adolescente, la
mayoria con septicemia. Del total de casos, 5 murieron a causa de listeriosis. El hecho de
que varios pacientes refirieron el consumo de alimentos crudos, particularmente quesos,
leche cruda no pasteurizada, legumbres sin cocinar, indica que posiblemente esta fue la via

de infeccion (35).

En ese mismo afo, se llevaron a cabo dos estudios en Colombia, uno en la zona
cundiboyancense donde se recuperd L. monocytogenes en un 34 % de las leches crudas y en
un 2 % de las leches pasteurizadas. Otro realizado en Antioquia, en donde se determind
una prevalencia L. monocytogenes en el 33.1 % de 172 muestras de quesos blancos
procesadas. El nivel de contaminacion reportado por estos estudios es considerablemente
mayor al encontrado en otros paises tales como Holanda (4.4 %), Francia (4.6 %) o Estados
Unidos (12 %) con prevalencias entre el 5 % y 12 % en lacteos y en Brasil del 10.7 % en

quesos (35).

En 1997, se llevaron a cabo dos investigaciones en la ciudad de Guatemala. En una
se determiné la presencia de L. monocytogenes en el 3 % de 100 muestras de camarén de

exportacion y consumo local procesadas y en la otra se determin6 una prevalencia del 5.49
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% en 91 muestras de quesos (subtipos cacciocavallo, fresco, ricota y de capas) de

produccion comercial (6, 7).

En Turquia durante 1998, se efectud un andlisis para determinar la presencia de
Listeria spp en 100 muestras de leche cruda de diferentes regiones de Anatolia y 20
muestras de leche pasteurizada de 3 diferentes fabricas en Ankara. La incidencia general
de Listeria spp fue del 10 % en leche cruda y el 5 % de leche pasteurizada. L.
monocytogenes fue encontrada en el 1 % (1/100) de las muestras de leche cruday enel 5 %
(1/20) de las muestras de leche pasteurizada. L. innocua 'y L. seeligeri fueron determinadas
enun 8 % y 2 % de las muestras de leche cruda, respectivamente. En este andlisis no se

encontraron otras especies de Listeria (45).

En una investigacion realizada en el afio 2001, se determiné la incidencia de Listeria
sp en dos plantas de procesamiento de leche al noreste de Irlanda. Los sitios de muestreo
incluyeron el ambiente donde se procesaba la leche (paredes, pisos, drenajes, etc.), el
equipo de procesamiento, muestras de leche cruda y pasteurizada. La incidencia general de
Listeria sp en el equipo fue de 18.8 % (6.3 % L. monocytogenes), en el ambiente fue de
54.7 % (40.6 % L. monocytogenes) y en la leche cruda fue de 44.4 % (22.2 % L.
monocytogenes). S6lo en una ocasion, se aislo L. welshimeri en la leche pasteurizada, esto

debido a una contaminacién post-pasteurizacion del producto (46).

En el 2002, los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos —CDC-, reportaron varios brotes producidos por L. monocytogenes. En esta
ocasion, hubo 46 casos confirmados que fueron ligados al consumo de carne de pavo. Los
casos se presentaron en Pennsylvania -14-, New York -18-, New Yersey -5-, Delaware -4-,
Maryland -2-, Connecticut -1-, Massachusetts -1- y Michigan -1-, con un total de 10
muertes que corresponden a una tasa de mortalidad del 22 % (7 adultos y 3 abortos

espontaneos) (47).
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En el 2003, se realizé un estudio en Costa Rica, en el cual se determiné la presencia
de L. monocytogenes en el 3 % de 100 muestras de leche cruda evaluada. Este porcentaje
concuerda con otros resultados reportados en la literatura, donde la prevalencia de la
bacteria en leche cruda oscila entre 0 % en Italia y Nueva Zelanda y un 5.4 % en Canada,
encontrandose una prevalencia mundial del alrededor del 2.2 %. Es importante destacar
que esta bacteria se aislo a partir de muestras destinadas a uso industrial asi como de
productores independientes. En ese mismo afio se realizd otra investigacion en Peru, en
donde se determind la presencia de L. monocytogenes en el 4.05 % de 74 muestras de queso

fresco de produccion artesanal (2, 48).

5. Asociacion con alimentos

L. monocytogenes puede transmitirse a los humanos a través de la ingestion de
alimentos contaminados con la bacteria. Su amplia distribucion en el ambiente y su
capacidad para crecer en la superficie de la mayoria de alimentos, ofrece a L.
monocytogenes oportunidades abundantes para introducirse en los distintos pasos de la
produccion alimentaria, siendo ésta la via méas frecuente por la que el ser humano adquiere
la infeccion. L. monocytogenes ha sido aislada en una amplia variedad de alimentos
frescos y procesados como leche liquida cruda y pasteurizada, leche en polvo, quesos (en
especial las variedades suaves y curadas), helados, verduras y legumbres crudas, productos
carnicos especialmente productos de carne cruda o derivados sin cocinar, las aves y sus
productos, pescados y mariscos. Se ha demostrado también que el microorganismo puede
sobrevivir el procesamiento de quesos (Cheddar, Cammembert, Cotagge) y durante el
proceso de secado por spray en la produccion de leche descremada en polvo (3, 4, 29, 33,

49).

Es importante mencionar que dentro de los andlisis alimentarios de rutina no se
realiza la busqueda de L. monocytogenes y especificamente en alimentos considerados a
riesgo como es el caso de los lacteos: leche y quesos. De rutina tampoco se identifica a L.

monocytogenes en cultivos de materia fecal, por lo que es posible que no se identifiquen
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muchos de los brotes entéricos. Al encontrar a tiempo estos brotes se determinan los

alimentos contaminados y se evita asi una mayor diseminacion de la enfermedad (35).

a. Origen de la contaminacion de la leche cruda y productos lacteos por L.

monocytogenes

La leche y productos lacteos son quizas los alimentos en los que mas se ha centrado
la investigacion sobre la contaminacion por L. monocytogenes, debido a la relacion de estos
productos con los brotes de listeriosis ocurridos en Estados Unidos de América y otros

paises en afios anteriores (50).

Se ha postulado una ruta potencial de transmision de L. monocytogenes desde las
fincas lecheras al hombre. Ciertos estudios se han llevado a cabo para determinar el origen
de la contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes en las granjas lecheras. Segun
estos estudios, las fuentes mas importantes de contaminacion por L. monocytogenes la
constituyen los enfermos y portadores sanos que van diseminandola en el ambiente a través
de la orina, las heces y otras secreciones, asi como también, el medio ambiente y los
alimentos que se le proporcionan al ganado (heno, concentrado y ensilaje). Asi, en el caso
de mastitis causadas por esta bacteria en el ganado bovino, ovino y caprino, el
microorganismo es excretado en la leche de los animales afectados hasta tres meses
después de la desaparicion de los sintomas clinicos, lo que hace que esta leche sea un
peligro potencial para el consumidor si no se le aplica el tratamiento térmico adecuado. L.
monocytogenes €s un microorganismo ubicuo por lo que su presencia, por ejemplo, en el
ambiente de los establos, los utensilios de ordefio e incluso los operarios, puede ocasionar

la contaminacion de la leche cruda (50, 51, 52, 53).

En Francia en 1993, Sanaa et al, determind que los siguientes factores de riesgo: la
mala calidad del ensilaje (pH > 4.0), la inadecuada frecuencia de limpieza del area de
ordefio, la limpieza deficiente de las vacas (ubre y pezones), la iluminacion insuficiente de

las salas de ordefio y los establos y la incorrecta desinfeccion de las toallas con que secan la
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ubre y pezones de las vacas entre cada ordefio, estaban significativamente asociados con la

contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes (54).

6. Patogenia y manifestaciones clinicas

L. monocytogenes es un microorganismo patogeno intracelular facultativo que de
igual modo que Mpycobacterium sp, Brucella sp y otros, es capaz de sobrevivir y
multiplicarse en las células del sistema monocitico-macréfago. La bacteria se une a las
células intestinales e induce su endocitosis; ambos procesos se ven favorecidos por el factor
de virulencia p60, una proteina de 60 kDa. Las condiciones presentes en el interior del
fagolisosoma (pH bajo y baja concentracion de hierro) hacen que el microorganismo
empiece a producir la listeriolisina O, que se fija al colesterol y rompe la membrana del
fagolisosoma favoreciendo la multiplicacion intracelular dentro del citoplasma del fagocito.
Este puede ser el principal factor que favorece su supervivencia intracelular, siendo una de
las caracteristicas patogénicas de L. monocytogenes. La curacion es consecuencia de la
inactivacion de la bacteria por macrdéfagos activados por las células T que han sido

sensibilizadas (3, 4).

Teniendo en cuenta la amplia distribucion de este microorganismo en el medio, la
existencia de portadores asintomaticos y la escala de incidencia de infecciones,
habitualmente de caracter oportunista, cabe imaginar que los mecanismos de defensa frente
a L. monocytogenes son verdaderamente eficaces. En efecto, el desarrollo y la gravedad de
la infeccion dependen de la dosis infectante, ciertos determinantes de virulencia bacteriana
y fundamentalmente de la susceptibilidad del hospedero dependiente sobre todo de la
inmunidad celular. La disfuncién en algun punto del eje esencial de la inmunidad celular -
células CD4 +, citocinas, macrdéfagos, etc.-, convierte al paciente en vulnerable frente a la
invasion y lesion tisular por L. monocytogenes. La proporcion de fatalidad por listeriosis
es mayor (38 — 45 %) en individuos altamente susceptibles, como personas
inmunosuprimidas, incluyendo mujeres embarazadas, recién nacidos, nifios y ancianos

(29, 30, 33).
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Los sintomas de la enfermedad pueden variar desde los correspondientes a una
enfermedad benigna parecida a la influenza, con fiebre, dolor de cabeza y, accidentalmente,
sintomas gastrointestinales. En el caso de listeriosis no invasiva, los sintomas estan mas
asociados con el sistema digestivo (diarrea, dolor abdominal nduseas, vomitos, calambres,
etc.). Sin embargo, debido a que L. monocytogenes muestra sorprendente tropismo por el
feto y la placenta, puede haber una infeccion transplacentaria asociada del feto que puede
provocar aborto o nacimientos prematuros. La mujer embarazada sufre listeriosis leve
preferentemente en el tercer trimestre, con manifestaciones seudogripales, gastrointestinales
y en ocasiones, bacteriémicas. El periodo de incubaciéon de la enfermedad puede variar

desde uno hasta 90 dias, con un periodo tipico de 3 a 4 semanas (3, 30, 37).

La listeriosis en el recién nacido puede constituir un sindrome de aparicion precoz,
que se presenta en el momento del nacimiento o poco después, o una enfermedad de
aparicion tardia que se manifiesta desde varios dias a varias semanas después del
nacimiento. La enfermedad de aparicion precoz es consecuencia de una infeccion en el
utero, posiblemente por aspiracion de liquido amnidtico infectado, y se caracteriza por
neumonia, diarrea, convulsiones, septicemia y granulomas (abscesos) muy diseminados.
Esta forma de la enfermedad tiene una tasa de mortalidad muy elevada (del 54 al 90 %),
que se debe en gran parte al hecho de no haber considerado el diagndstico en las primeras
etapas. El sindrome de aparicion tardia aparece al quinto dia de vida con una meningitis

habitual (3, 4, 30).

En el adulto las principales infecciones son meningitis (55 %), bacteremia primaria
(25 %), endocarditis (7 %) e infecciones no meningiticas del sistema nervioso central (6
%). Las enfermedades malignas o la inmunosupresion (alcoholismo, cirrosis hepatica,
diabetes o vasculitis, receptores de transplantes, pacientes con cancer, SIDA, etc.) son con
frecuencia factores predisponentes. La tasa de mortalidad global entre los pacientes con
meningitis es del 30 %, pero en los pacientes con cancer y con meningitis por L.
monocytogenes la tasa de mortalidad es del 60 %. Es esencial el tratamiento precoz con

antibioticos (3, 30).



31

7. Tratamiento

El antibiotico mas empleado ha sido la ampicilina en elevadas dosis (200-300
mg/kg/dia, por via intravenosa y repartida en 4 dosis) asociada o no a aminoglucosidos
durante 2-4 semanas, de acuerdo con la gravedad del trastorno. La penicilina G (300.000
Ul/kg/dia por via intravenosa en 6 dosis) es probablemente similar en cuanto a eficacia. En
pacientes alérgicos se recomienda el empleo de trimetoprim-sulfametoxazol o eritromicina.
Las cefalosporinas no deben utilizarse, puesto que son ineficaces in vitro y por su limitada
penetracion en las meninges; ademas, se han descrito fracasos terapéuticos con su empleo.
En los pacientes de alto riesgo, como los neonatos y sujetos inmunosuprimidos, se

recomienda como terapéutica inicial la penicilina o la ampicilina y un aminoglucésido (4,

5, 30).

8. Prevencion clinica

No existe una vacuna para la prevencion de la listeriosis. El control efectivo de las
infecciones por L. monocytogenes se ve impedido por las dificultades para reconocer la
infeccion en el hombre y en los animales. En el recién nacido la listeriosis puede
prevenirse mediante el reconocimiento temprano y el pronto tratamiento de la madre. La
prevencion debe basarse en la eliminacion de los reservorios animales y en evitar el

contacto con animales o con productos animales infectados (30).

9. Identificacion de riesgos microbioldgicos

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion -FAO- y la Organizacion Mundial de la Salud -OMS-, el efecto de la
exposicion de la L. monocytogenes depende de los factores predispuestos, tales como la
edad y el estado inmunoldgico. El tamafio de la poblacion que tiene tales factores

predispuestos puede diferir de region a region. Ademas, las condiciones durante la
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distribucion, almacenamiento y la venta pueden ser distintas; como consecuencia, las

estimaciones de riesgo pueden variar (33).

La evaluacion de riesgos para L. monocytogenes ha demostrado que en relacion con
la probabilidad de enfermedad, hay una diferencia cuando se consumen los alimentos con
niveles de la bacteria extendiéndose de 0 a 1000/g. Como tal, pueden establecerse medidas
de control con la base de un nivel maximo presupuesto de esta bacteria en los alimentos al
momento del consumo, lo cual puede guiar la seleccion de las medidas de control mas

eficientes, asegurando que no se supere ese nivel (33).

El nivel de L. monocytogenes tolerado en los paises es muy variable y va de
tolerancia 0 en 25 gramos en Estados Unidos hasta permitir la presencia de 100 UFC/g en
algunos paises de la Union Europea. En Guatemala, la tolerancia es cero para los productos
que requieren la determinacion de L. monocytogenes. En Mayo de 2004, numerosas
asociaciones de industrias de los Estados Unidos presentaron una peticion a la
Organizacion de Alimentos y Medicamentos -FDA-, para elevar hasta 100 UFC/g la

tolerancia de L. monocytogenes en alimentos que no permiten el desarrollo (38, 55).

De acuerdo con los “Principios para el Establecimiento y la Aplicacion de Criterios
Microbioldgicos para los Alimentos” del Codex Alimentarius, una concentraciéon de L.
monocytogenes que no exceda los 100 por gramo de comida en el momento del consumo se
considera de bajo riesgo para los consumidores. A pesar de ello, en el caso de alimentos
especificamente dirigidos al consumo de grupos vulnerables de clara identificacion (grupos
de alto riesgo) como por ejemplo alimentos geriatricos, infantiles, entéricos, se deberia
conseguir la ausencia total de bacterias en 25 gramos en un cierto nimero de muestras

(33).

La gestion para prevenir el riesgo de contaminacidon y/o introduccion de L.
monocytogenes deberia comenzar en el nivel primario de produccion, es decir, en la

introduccion de medidas para reducir los niveles de la bacteria en tipos especificos de
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produccion primaria y en tomar medidas de higiene especificas relacionadas con el manejo
de los productos. Por eso, las autoridades sanitarias y la industria deben basar el control de
L. monocytogenes en la debida aplicacion y verificacion de las Buenas Practicas de Higiene
-BPH- y el Andlisis de los Riesgos y Puntos criticos de Control —-HACCP-. Ademas, se
debe mejorar la comunicacion de riesgos, en particular para los consumidores que

presentan mayor riesgo de contraer listeriosis (33).

Algunos enfoques generales para gestionar los riesgos de L. monocytogenes en
productos lacteos incluyen: la prevencion de la contaminacion e introduccion de la bacteria
en la planta de produccién; inactivacion de la bacteria por medio de la aplicaciéon de
procesos de pasteurizacion, esterilizacion, coccion y alta presion; establecimiento de
requisitos reglamentarios y/o creacion de incentivos para cambios de actitud que

contribuyan a la reduccion de riesgos, por ejemplo, mediante HACCP (33).

10. Programas de prevencion industrial

Se deben llevar a cabo programas de informacion para educar a los consumidores
sobre riesgos potenciales y sobre cémo evitar la listeriosis en los alimentos.  Tales
programas pueden estar dirigidos a informar grupos afectados, sobre las maneras de evitar
alimentos que se consideren de alto riesgo y a educar a la poblacion sobre la base de la
higiene de los alimentos. Ademas se pueden incluir capacitaciones sobre la observacion de
las condiciones de conservacion indicadas en el etiquetado, en particular para las
temperaturas de conservacion bajo refrigeracion, observacion de la fecha de caducidad,
gestion apropiada de la comida que sobra y reglas para la manipulacion de los alimentos,

entre otras (33).

11. Métodos de Analisis e Identificacion de L. monocytogenes

En los ultimos afnos se han desarrollado distintos métodos para el analisis e

identificacion de L. monocytogenes en alimentos y muestras ambientales, pero en la
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actualidad son tres los que estan siendo utilizados. EI primero y menos utilizado de éstos
es la siembra directa de la suspension del alimento en un medio so6lido selectivo. Una de
las ventajas que ofrece esta técnica, es que permite cuantificar directamente la poblacion
bacteriana presente en el alimento, pero tiene la desventaja de que sélo puede detectar una
cantidad mayor o igual a 100 bacterias por gramo. Para la deteccion de cantidades menores
de la bacteria, se tienen que utilizar procesos de enriquecimiento. EI segundo y el mas
popular de los métodos utiliza uno ¢ mas pasos de enriquecimiento seguido por la siembra
en un agar selectivo y es ésta la base de los métodos de aislamiento desarrollados por la
FDA y el USDA-FSIS (United States Department of Agriculture-Food Safety and
Inspection Service). Los mas comunmente utilizados en los Estados Unidos son, el método
de la FDA, que se utiliza para evaluar leche y productos lacteos (particularmente helados y
queso), mariscos y vegetales y el método USDA, que se utiliza para evaluar productos
carnicos y muestras ambientales. El tercer grupo de métodos incluye procesos rapidos que
van mas alla de los métodos tradicionales, a través de la incorporacion de técnicas genéticas
e inmunoldgicas que reducen el tiempo de identificacion. Casi todos los métodos
desarrollados, utilizan una o las dos diferentes caracteristicas que presenta la bacteria: la
habilidad de crecer a temperaturas de refrigeracion y la resistencia mostrada hacia varios
antibioticos. Basicamente, todos constan de tres pasos principales: enriquecimiento,
aislamiento e identificacion, los cuales se mencionan con mas detalle en los incisos

posteriores (4, 6, 29, 31, 56, 57).

a. Enriquecimiento: este paso se realiza porque la mayoria de alimentos que
contienen células dafiadas de Listeria spp por algin tipo de tratamiento y que
ademas contienen una elevada poblacion de contaminantes, necesitan un pre-
enriquecimiento para permitir que esas cé¢lulas dafiadas se recuperen. Para ello se
utilizan medios que contengan un elevado contenido de sustancias nutritivas y que
junto a su capacidad tampdén se pueda crear las condiciones Optimas para su
crecimiento. Dicha bacteria se puede cultivar en caldos enriquecidos tamponados y

que contengan acriflavina, acido nalidixico y ciclohexamida como agentes
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selectivos. El proceso de enriquecimiento ha mostrado que puede recuperar un

in6culo menor de 10 UFC/ml a partir de leche cruda (6, 29, 56).

Aislamiento: después de 24 a 48 horas de incubacion a 30 °C, se transfiere una
asada del cultivo enriquecido a un medio de cultivo sélido selectivo del género
Listeria. Entre los medios de cultivo se menciona el agar Oxford, el agar PALCAM,
el medio cloruro de litio feniletanol-moxolactam (LMP), etc. Estos medios
generalmente contienen polimixina B, ceftacidima, esculina, citrato de amonio
férrico, acido nalidixico, cloruro de litio y clorhidrato de acriflavina (los tres tltimos
compuestos, inhiben en gran medida el crecimiento de microorganismos
acompafiantes). Las cajas de agar Oxford o Palcam se incuban a 35 °C por 24 a 48
horas y el medio LMP se incuba a 30 °C por 24 a 48 horas. En los medios de cultivo
Oxford y PALCAM, las colonias de Listeria spp pueden ser diferenciadas con
relativa facilidad del resto de los microorganismos acompafnantes debido al
oscurecimiento del medio que se produce alrededor de las colonias al hidrolizar la
esculina en presencia de citrato amoénico férrico, mientras que las colonias que se
desarrollan en el medio LMP sin esculina aparecen verdes azuladas bajo la luz
oblicua. Para la identificacion del género y especie, se transfieren 5 6 mas colonias
tipicas a placas de agar tripticasa soya con 0.6 % de extracto de levadura (TSAYE =
Triptic Soy Agar Yeast Extract) y se estria para aislar, luego se incuban a 30 °C por

24 a 48 horas (29, 50, 56, 58, 59).

Identificacion del género: la identificacion se basa en una serie de pruebas que se
realizan a partir de colonias sospechosas aisladas en TSAYE. Al efectuar una
tincion de Gram se observaran bacilos cortos gram positivo. Todas las especies del
género Listeria son catalasa positivo, oxidasa negativo, producen acido a partir de
glucosa y otros azucares; hidrolizan la esculina, pero no la urea ni la gelatina; dan
positivo a las reacciones de Voges-Proskauer y rojo de metilo, no producen indol y
son moviles con crecimiento en forma de sombrilla cuando se incuban por siete dias

a temperatura ambiente (Anexo 4) (4, 29, 56).
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d. Identificacion de la especie: se realiza mediante reacciones bioquimicas y la
capacidad de produccion de hemolisis. Solo tres especies son hemoliticas, L.
monocytogenes, L. seeligeri y L. ivanovii; las dos primeras producen una estrecha
zona de hemdlisis, a veces limitada al didmetro de la colonia, mientras que L.
ivanovii muestra una hemolisis amplia.  La prueba de Christie, Atkins, Munich-
Petersen -CAMP- es positiva para L. monocytogenes y L. seeligeri en la proximidad
de una estria de Staphylococcus aureus. En cuanto a la produccion de 4cido a partir
de carbohidratos, L. monocytogenes presenta un perfil xilosa negativo, ramnosa
positivo y manitol negativo que la distingue de las otras especies hemoliticas (Anexo

5) (4,29, 56).

Pueden utilizarse pruebas alternativas como la aglutinacién con antisueros (DIFCO),
pruebas rapidas comerciales como el API L. monocytogenes (bioMérieux, Francia),
MicroScan (Dade-Behring) y el Vitek (Vitek Systems). También estd disponible una sonda
de DNA para la identificacion rapida de L. monocytogenes a partir de colonias cuyo

revelado se basa en una técnica de quimioluminiscencia (4, 28).

e. Técnicas de Tipificacion: mediante estas técnicas se consiguen diferenciar distintos
subtipos dentro de la misma especie. Se aplican en estudios taxondmicos y sobre
todo en estudios epidemiologicos (localizacion del origen de los brotes epidémicos).
Entre las técnicas fenotipicas se utilizan la serotipificacion, la tipificacion por fagos
y la electroforesis enzimatica. Por la serotipificacion se ha llegado a la conclusion
de que la mayoria de la patologia en humanos es producida por los serotipos 1/2a,
1/2b y 4b.  Entre las técnicas genotipicas se encuentran el perfil de ADN total
cortado con enzimas de restriccion, la ribotipia, la electroforesis en campo pulsatil y

la Reaccion en Cadena de Polimerasa 6 PCR (4).
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente, L. monocytogenes ha sido reconocida como un patégeno importante,
que se encuentra asociado a las enfermedades transmitidas por alimentos como la leche
cruda, ya que puede ocasionar graves dafios a la salud especialmente de mujeres
embarazadas, nifios, ancianos y personas inmunosuprimidas. La complicacion reside en
que a pesar de que la incidencia es muy baja, la tasa de mortalidad que produce la bacteria

en pacientes afectados es bastante elevada (20 - 30 %) (5).

Debido a que en Guatemala, no se realiza la identificacion de L. monocytogenes en
cultivos de materia fecal, es posible que no se identifiquen muchos de los brotes entéricos.
Asimismo, tampoco se determina durante el embarazo y es probable que muchos casos de
abortos espontaneos, que se presentan en diferentes instituciones de salud, sean causados
por esta bacteria. Ademas, no se tiene un conocimiento claro de la situacion

epidemioldgica de este agente patdgeno y sus posibles consecuencias en la poblacion.

Cabe mencionar que durante muchos afios, la industria de lacteos ha
representado un medio de vida para muchos productores guatemaltecos, quienes se dedican
basicamente a la comercializacion de leche cruda como fuente principal de ingresos. Sin
embargo, la mayoria de productores no realiza ningin tipo de control de calidad
microbioldgico ni aplica ninglin proceso de pasteurizacion antes de comercializar la leche,

lo que representa un riesgo potencial para la poblacién consumidora.

Debido a la importancia actual de esta bacteria en salud publica y al limitado
numero de investigaciones en torno a ella, se considerd necesario evaluar la presencia de
este patogeno en la leche cruda que se comercializa sin pasteurizar en San José Pinula,
Antigua Guatemala y en la Unidad de Comercializacion de la escuela de Zootecnia, con el
propoésito de establecer si este producto era una posible fuente de L. monocytogenes y en
base a ello, alertar a los productores de la misma y asi prevenir el desarrollo de listeriosis en

personas a riesgo.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Determinar la presencia de Listeria monocytogenes en leche cruda no pasteurizada
que se comercializa en localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala y en la Unidad
de Comercializacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

B. ESPECIFICOS

1. Evaluar el estado actual de la leche cruda de vaca que se comercializa en localidades
de San José Pinula, Antigua Guatemala y en la Unidad de Comercializacion de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, a través de la determinacion microbioldgica de L. monocytogenes, para
establecer si la leche cruda es un posible vehiculo de transmision de la bacteria y

que pueda representar un riesgo potencial para la poblacion consumidora.

2. Reportar la frecuencia de L. monocytogenes en muestras de leche cruda de las
localidades evaluadas, a las lecherias y centros de acopio respectivos, asi como al
Departamento de Control de Alimentos y Medicamentos del Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social, para que tomen las medidas necesarias y minimizar los

posibles riesgos asociados a la transmision de dicha bacteria.
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VI. HIPOTESIS

Debido a que la investigacion efectuada era de caracter descriptivo, no fue

necesario formular hipdtesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

1. Poblacion: Centros de acopio o lecherias que comercializan leche cruda de vaca sin
pasteurizar en los municipios de San José¢ Pinula (Departamento de Guatemala),
Antigua Guatemala (Departamento de Sacatepéquez) y en la Unidad de
Comercializacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de Ia

Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC).

2. Muestra: Estuvo constituida por 75 muestras de leche cruda de vaca que se
distribuyeron de la siguiente manera: se incluyd de forma intencional a 5
proveedores de leche de cada localidad, donde se recolectaron 5 muestras (volumen
minimo: 100 mililitros por muestra) por cada proveedor, haciendo un total de 25
muestras provenientes de San José Pinula y 25 muestras provenientes de Antigua
Guatemala. En la Unidad de Comercializacion, se incluyeron a dos proveedores

recolectando 11 y 14 muestras respectivamente, haciendo un total de 25 muestras.

B. Recursos

1. Recursos humanos

a. Asesora de Tesis: Licenciada Brenda Lopez de Quevedo

b. Tesista: Br. Anabella Gonzalez Juirez

2. Recursos institucionales

a. Laboratorio de Control Microbiolégico de Alimentos: Unidad de Salud,
Universidad de San Carlos de Guatemala. Departamento de Bienestar Estudiantil

Universitario.



C. Material y Equipo

1. Equipo

e (Cabina de Bioseguridad, nivel II

e Autoclave

e [Estufa

e Mechero

e Incubadoras a 30 °C, 35 °Cy 37 °C

e Balanza con capacidad méaxima de 1,200 gramos
e Bao de Maria

e Pipeta automatica de volumen variable de 100-1000 microlitros (ul)
e Refrigeradora

e Termometros

e Microscopio

e Estereoscopio

¢ Reloj 6 crondmetro

e (Camara de Québec

2. Material

e (Gradillas de metal

e Espatulas

e Tips o puntas para pipeta estériles

e Aceite de inmersion

e Asas bacterioldgicas: en argolla y en hilo

e Bolsas plasticas estériles de 200 ml de capacidad

e Pichel de plastico o acero inoxidable estéril (de preferencia graduado)
¢ Cinta testigo

e Marcadores indelebles
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e Guantes desechables

e Mascarillas desechables
e Papel kraft

e Masking tape

e Fosforos

e Hielo

e Hielera grande

3. Cristaleria

e Cajas de Petri estériles de 15 x 100 mm, plasticas o de vidrio.
e Tubos de ensayo con tapon de rosca

e Erlenmeyers de 500 ml

e Erlenmeyer de 1,000 ml

e Probetas

e Pipetas estériles de 1 ml y 10 ml

e Pipetas Pasteur estériles

e Laminas portaobjetos

4. Reactivos

e Peroxido de hidrégeno al 3 %

e Reactivos para la determinacion de nitritos

e Zinc en polvo

e Manitol

e Xilosa

e Ramnosa

e Etanol al 95 %

e Colorantes para tincion de Gram (cristal violeta, lugol, alcohol-acetona y

safranina)



43

5. Medios de cultivo

Caldo de Enriquecimiento Listeria (Listeria Enrichment Broth —LEB-)
Agar Tripticasa Soya

Peptona

Agar sangre de carnero al 5 %

Extracto de Levadura

Agar Oxford base

Suplementos para agar Oxford

Caldo base purpura para fermentacion de carbohidratos

Caldo para reduccion de nitratos

Medio SIM

6. Cepas control

D. Metodologia

Cepa ATCC 19115 (American Type Culture Collection) de L.
monocytogenes

Cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus

Cepa ATCC 6939 de Rhodococcus equi.

1. Ubicacion de proveedores

a. Se realizo una visita a la Unidad de Comercializacion de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia y se solicito la debida autorizacion para llevar a cabo la

investigacion, a la cual accedieron posteriormente.
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b. Se realiz6 un monitoreo para ubicar a los proveedores de los municipios de San
José Pinula y Antigua Guatemala. Para agilizar su ubicacion, se acudié a la
Municipalidad de San José Pinula y al Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Alimentacion (MAGA) con sede en Antigua Guatemala. A cada proveedor se le
explicd en que consistia el estudio y también se solicitd la autorizacion para

realizar la investigacion.

c. A los que participaron en el estudio, se les informé que los resultados les serian
notificados por escrito al finalizar el mismo. El nombre de cada finca y centro
de acopio fue codificado por letras maytsculas y ordenado cronologicamente de

acuerdo a la fecha de muestreo.

2. Procedimientos

a. Primera Fase: Estandarizacion de las técnicas

Para fines de la investigacion, se estandarizaron las técnicas y se verificaron las
reacciones de los medios de cultivo utilizados para el aislamiento e identificacion de la
bacteria con la cepa ATCC 19115 de L. monocytogenes. Para verificar si la metodologia
planteada podia detectar e identificar satisfactoriamente cantidades minimas de la bacteria,
se realizd6 una inoculacion experimental de muestras de leche pasteurizada con
suspensiones que contenian una concentracion conocida de L. monocytogenes, para luego
realizar todas las pruebas de aislamiento e identificacién de la misma, segiin la metodologia

descrita en Cano et al. (1995).

1) Preparacion de las suspensiones del indculo de L. monocytogenes

e Se inoculd la cepa ATCC 19115 de L. monocytogenes en 10 ml de caldo tripticasa

soya. Se incubd 24 horas a 37 °C (cultivo inicial).
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Para preparar cultivos frescos, se inocularon alicuotas de 0.1 ml del cultivo inicial en
10 ml de caldo tripticasa soya. Se incubaron dichas alicuotas durante 4 horas a 37 °C.
Se prepararon diluciones decimales desde la dilucion 1:5 hasta la 1:100,000 a partir de
las alicuotas anteriores, utilizando agua peptonada. Se sembraron cuatro placas por
cada dilucidon en agar tripticasa soya con 0.6 % de extracto de levadura (TSAYE),
utilizando el método de vertido en placa. Se incubaron 48 horas a 37 °C.

Se efectuod la estimacion del niimero de células viables presente en cada dilucion por
medio de un conteo directo en la superficie de cada placa asumiendo que cada colonia
representaba una unidad viable, o sea una Unidad Formadora de Colonia (UFC). La
carga microbiana presente en cada dilucion correspondid a la concentracion
aproximada de cada una de las suspensiones que se prepararon para la inoculacion
experimental (cuadro 1).

Cuadro 1: Estimacion de la carga microbiana total obtenida
por el Método de Vertido en Placa

o es Concentracion estimada
Dilucion

(UFC/ml¥)
1:5 2.6x10°
1:10 4.0x 10"

1:100 3.8x10°
1:1,000 4.4 x 10
1:10,000 60

1:100,000 <10

FUENTE: datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de la Unidad
de Salud/BEU en el tercer trimestre de 2006.
*Unidades Formadoras de Colonia por mililitro

2) Inoculacion experimental de muestras de leche pasteurizada

Se compro un litro de leche pasteurizada (UHT) de marca conocida. De este litro se
tomaron 15 muestras de 25 ml cada una, de las cuales 12 fueron inoculadas con las
alicuotas de las ultimas 4 diluciones (1:100; 1:1,000; 1:10,000 y 1:100,000) ya

cuantificadas de L. monocytogenes (3 muestras por cada dilucion). Las tres muestras
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de leche restantes fueron utilizadas como controles negativos, ya que no fueron

inoculadas con la bacteria.

e Todas las muestras, incluyendo los controles positivos y negativos, fueron analizadas
para la determinacion de L. monocytogenes, verificandose las reacciones de los medios

de cultivo utilizados para el aislamiento e identificacion de la bacteria (29, 56).

b. Recoleccion y transporte de muestras

Una vez establecida la metodologia, se realizé el muestreo durante el tercer y cuarto
trimestre del afo 2006 y en el siguiente orden: 1) Unidad de Comercializacion, 2) San José

Pinula y 3) Antigua Guatemala.

Debido a que las vacas que usualmente ordefian en la Unidad de Comercializacion,
no estaban en periodo de lactancia y tampoco se encontraban en edad de gestacion al
momento de iniciar la toma de muestras, se optd por recolectar las 25 muestras en dos
fincas que proveen leche a dicha institucion cuando ésta no cuenta con la produccion
necesaria para la demanda que presentan. De esta forma, se recolectaron 11 muestras en la
primera finca -A-, 5 de leche fresca y 6 de leche refrigerada (almacenada en un tanque de

refrigeracion desde la tarde del dia anterior) y 14 de leche fresca en la segunda -B-.

Las primeras 50 muestras de leche cruda, se recolectaron en forma directa de los
tambos o tanques de almacenamiento (la leche fue homogenizada antes de ser recolectada),
con un pichel de plastico o acero inoxidable no graduado y luego se depositaron
individualmente en frascos estériles, debidamente identificados. Los frascos fueron
transportados en un contenedor con hielo (temperatura aproximada de 4 °C, evitando
congelar las muestras), para conservar las muestras hasta su llegada al Laboratorio de
Control Microbiologico de Alimentos de la Unidad de Salud, Departamento de Bienestar
Estudiantil de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Las 25 muestras provenientes

de Antigua Guatemala, fueron transportadas en las mismas condiciones de temperatura,
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pero no se utilizaron frascos estériles, sino que se trasladaron en el mismo recipiente en el

que se compraron -bolsas de plastico y en envases de vidrio-.

¢. Recoleccion de informacion

Luego de cada muestreo, se realizd una entrevista dirigida al propietario, encargado
o empleado de cada lecheria (Anexo 8) y centro de acopio (Anexo 9), con el propdsito de
obtener informacién acerca de las practicas de manejo y produccion aplicadas en cada sitio
de muestreo y con ello, investigar la existencia de posibles riesgos potenciales, que podrian
favorecer la contaminacion de la leche con L. monocytogenes. En ciertos lugares, la
entrevista fue verificada y complementada por un recorrido por las instalaciones de las

mismas y también se obtuvo informacién adicional en ciertas preguntas.

d. Segunda Fase: Analisis Microbioldogico

Debido a que la bacteria es altamente patdgena, se realizaron todos los analisis bajo
las mas estrictas normas de bioseguridad, todos los procedimientos se realizaron dentro de
una cabina de bioseguridad nivel II y por ningiin motivo tuvieron acceso a las areas de
trabajo el siguiente grupo de personas: personal inmunocomprometido, ya sea por
enfermedad o por el uso de medicamentos, mujeres embarazadas o personas de edad
avanzada. Todas las areas de trabajo fueron desinfectadas adecuadamente antes y después

de realizar todos los procesos.

Las muestras se analizaron segin la metodologia para la identificacion de L.
monocytogenes, descrita en el Manual de Microbiologia de Alimentos del Instituto de

Nutricidén de Centroamérica y Panama —INCAP- (4, 29, 56, 59).
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1) Enriquecimiento

e Con una pipeta estéril de 10 ml, se midieron 25 ml de leche y se
mezclaron en un erlenmeyer conteniendo 225 ml de caldo de
enriquecimiento Listeria (LEB).

e Se homogenizé adecuadamente

e Se incubd a 30 °C por 24 a 48 horas.

2) Aislamiento

e Se tomo con una asa en argolla una pequeia muestra del cultivo anterior
(LEB) y se inocularon simultdneamente dos placas de agar Oxford. Con
un asa en argolla, se esparcio el inoculo utilizando una técnica de rayado
por agotacion para aislar colonias.

e Se incubaron las placas en posicion invertida a 35 °C por 24 a 48 horas.

e Se buscaron colonias negras o con halo negro en la caja con agar Oxford.

e Se transfirieron 5 colonias tipicas a agar tripticasa soya con 0.6 % de
extracto de levadura (TSAYE). Se estri6 para aislar las colonias.

e Se incubaron a 30 °C por 24 - 48 horas.

3) Identificacion

Las pruebas de identificacion se realizaron a partir de los cultivos en el agar

tripticasa soya con 0.6 % de extracto de levadura (TSAYE).

Tincion de Gram: se realizé una tincion de Gram a partir de cultivos de 24 a 48 horas.
Todas las especies de Listeria son bacilos cortos gram positivo. Sin embargo, en

cultivos viejos pueden presentarse como formas cocoides (50).
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Prueba de Catalasa: en la superficie de una lamina portaobjetos, se coloco una gota de
perdxido de hidrogeno al 3 % y con un palillo de plastico o madera se suspendio en ella,
una colonia sospechosa. La formacién inmediata de burbujas indic6é que la prueba era
positiva. Las especies de Listeria son catalasa positivo. Precaucion: la suspension se
realiz6 con una asa de pléstico o palillo de madera estéril para evitar el contacto del

metal con el reactivo (31, 50, 56).

Prueba de movilidad: con una asa en hilo se tom6 una pequefia cantidad de la(s)
colonia(s) sospechosa(s) y se inocularon individualmente en el medio SIM. Se
colocaron el o los tubos en una gradilla y se incubaron a temperatura ambiente por 7

dias y luego se observo la presencia de crecimiento en forma de “sombrilla”.

Observacion de Beta hemélisis: con un asa en hilo se tomo6 una pequefia cantidad de
una colonia y se inocul6 en agar sangre de carnero al 5 %. Se estri6 con asa en argolla y
se incubd a 30 °C por 24 horas. Para identificar la colonia se observo la reaccion
hemolitica en las placas: L. monocytogenes y L. seeligeri presentarian una zona clara
(no tan definida) de beta hemdlisis (halo claro alrededor de las colonias), L. ivanovii

presentaria una zona clara bien definida y L. innocua no presentaria hemolisis.

Reduccion de Nitratos: se inocularon los tubos que contenian caldo nitratado con cada
una de las colonias sospechosas. Se incubaron todos los tubos a 35 °C por 5 dias.
Luego se agregd a cada tubo 0.2 ml (4 gotas) del reactivo A (Anexo 10) y 0.2 ml (4
gotas) del reactivo B (Anexo 10), un color rojo indicd una prueba positiva. Al no
observar este color, se adicion6 una pizca de zinc en polvo; el desarrollo de un color
rojo luego de unos minutos, indico6 una prueba negativa.. De todas las especies de

Listeria solamente L. murrayi da una reaccion positiva.

Fermentacion de Carbohidratos: se inocularon tubos de caldo purpura para
fermentacion de azacares al 0.5 % - xilosa, ramnosa y manitol -. Se incubaron por 7

dias a 35°C. Una coloracién amarilla indic6 una prueba positiva.
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¢ Prueba de Cristie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP): en una placa de agar sangre de
carnero se sembrd una estria de la cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus vy,
paralelamente una estria de la cepa ATCC 6939 de Rhodococcus equi, separadas lo
suficiente para que entre éstas se pudieran estriar perpendicularmente las colonias
sospechosas de Listeria spp sin que llegaran a tocarse (aproximadamente 5 mm de
separacion). Después de incubar 24 - 48 horas a 35 °C, se examiné la presencia de

hemolisis.

e. Notificacion de resultados

La Unidad de Salud del Bienestar Estudiantil de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, se encargd de notificar los resultados obtenidos a las lecherias y centros de
acopio respectivos, asi como al Departamento de Control de Alimentos y Medicamentos

del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

3. Diseiio de investigacion

a. Tipo de muestreo: la muestra fue obtenida de una manera no aleatoria, por
conveniencia. Se consider6 para el siguiente estudio un total de 75 muestras de
leche cruda de vaca sin pasteurizar de 100 ml (volumen minimo) cada una,
provenientes de la Unidad de Comercializacion de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala y de
centros de acopio y lecherias ubicadas en los municipios de San José Pinula y

Antigua Guatemala.

b. Unidad de observacion: centros de acopio y/o lecherias.

c¢. Unidad de analisis: leche cruda de vaca no pasteurizada (volumen min: 100 ml)
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d. Tipo de estudio: Descriptivo No Probabilistico. El estudio fue dividido en dos
fases principales. Primera fase: estandarizacion de la técnica que se utilizo para
la identificacion de L. monocytogenes por medio de cepas ATCC control.
Segunda fase: que incluyd el Andlisis Microbioldgico (enriquecimiento,

aislamiento, identificacion y confirmacion de L. monocytogenes) de las muestras

de leche.

e. Variable de interés: presencia de L. monocytogenes en las muestras de leche de

vaca recolectadas.

f. Interpretacion de resultados: los resultados obtenidos se interpretaron por

medio de tablas y gréficas.
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VIII. RESULTADOS

Durante la primera fase de este estudio, se estandarizaron todos los procedimientos
mediante la utilizacion de una cepa control de L. monocytogenes, ya que se trata del primer
estudio para la determinacion de esta bacteria en el Laboratorio de Control de Alimentos de
la Unidad de Salud. Se utilizé la cepa ATCC 19115 en lugar de la cepa ATCC 15313 que
se habia propuesto originalmente, ya que era la unica cepa disponible en el Laboratorio

Nacional de Salud (LNS) del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de la inoculacion experimental, se
establecid que la metodologia utilizada en este estudio es capaz de detectar concentraciones
menores a 10 UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonia por mililitro) de L.
monocytogenes en leche pasteurizada.  Por lo que se demuestra la eficiencia de los

procedimientos utilizados para la recuperacion de cantidades minimas de este patdogeno.

Asimismo, los resultados obtenidos de las entrevistas realizadas en las lecherias
(tabla 1), muestran que el 60 % de las fincas (3 de 5) realiza el ordefio de forma manual
debido al reducido nimero de vacas con las que cuentan; el resto lo hace de forma
mecanica (40 %) ya que ordefian mas de 30 vacas, dos veces al dia. En las fincas A y E,
trabajan de 5 a 6 personas; la leche que recolectan por la tarde la almacenan en tanques de
refrigeracion y la entregan con la leche fresca de la mafiana siguiente a los camiones

lecheros.

Se puede observar que el nivel de formacion académica de todos los empleados de
las 5 fincas, corresponde al nivel primario. Sélo en 3 de las fincas (60 %) se indic6 que sus
ordefiadores han recibido capacitacion relacionada con las buenas practicas de higiene
(fincas A, By E). Sin embargo, no se obtuvo informacion respecto a la frecuencia con que

se imparten estas capacitaciones y si verifican el cumplimiento de las mismas.
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Tabla 1: Determinacion de posibles Fuentes y/o Factores de riesgo que pueden favorecer la contaminacion de la leche cruda

con L. monocytogenes en las fincas lecheras.

No. Factor de riesgo y/o Fuente de ESC. ZOOTEC. USAC SAN JOSE PINULA
) contaminacion FINCA A FINCA B FINCA E FINCA F FINCA G
1 ;Qué tipo de ordefio utilizan? Mecanico Manual Mecanico Manual Manual
2 ;Cuéntas vacas ordefian diariamente? Més de 30 11a20 Més de 30 1al10 1al0
3 ;Cuéntas veces ordefian al dia? 2 1 2 1 1
4 ;Cuéntos trabajadores se dedican al ordefio? S5a6 la2 S5a6 la2 la2
5 {Qué nivel de formacion académica tienen estos trabajadores? Primaria Primaria Primaria Primaria Primaria
6 (Reciben estas personas algin tipo de capacitacion relacionada . . .
con las buenas précticas de higiene? Si S S No No
7 (Con qué frecuencia recolectan la leche los lecheros? Diariamente Diariamente Diariamente Diariamente Diariamente
8 [JUtl]fzan parte de la produccion diaria de leche para consumo Si Si Si Si Si
propio?
9  Encaso de ser aﬁmatlva la respuesta anterior: ;Hierven la leche Si Si No Si Si
antes de consumirla?

FUENTE: datos obtenidos de entrevista realizada en lecherias muestreadas en el tercer y cuarto trimestre de 2006.
*Los nombres de las fincas estan codificados por letras de acuerdo a la fecha de muestreo.

Por otro lado, todas las fincas mencionaron realizar la limpieza y desinfeccion del
equipo y utensilios de ordefio. El 60 % emplea una combinacion de detergentes y
desinfectantes (refiriéndose en su mayoria al cloro) y el resto (40 %) los utiliza por
separado. Asimismo, todas indicaron realizar el lavado y/o desinfeccion de pezones antes
del ordefio. EIl 80 % limpia el area de ordefio de 1 a 2 veces por dia y solo la finca G lo
hace de 1 a 2 veces por semana, debido a que cuenta so6lo con 3 vacas. Ademas, se
determind que el 100 % utiliza agua de nacimientos naturales —agua procedente del
subsuelo o de una montafia- para realizar la limpieza del equipo y utensilios de ordefio, la
limpieza del ganado lechero y del personal. No se obtuvo informacion respecto a la

cloracion del agua.

....Continuacion Tabla 1

N Factor de riesgo y/o Fuente de ESC. ZOOTEC. USAC SAN JOSE PINULA
0. . .z
contaminacion FINCA A FINCA B FINCAE FINCA F FINCA G
(Realizan algin tipo de limpieza del equipo y
10 utensilios que utilizan para la recoleccion y Si Si Si Si Si

almacenamiento de la leche?

(Qué utilizan para la limpieza del equipo y utensilios Dorosan, Fastclin,

11 . Det te, cl Cl Det t Det te, cl
en donde recolectan y almacenan la leche? acido, detergente ctergente, cloro oro ctergente ctergente, cloro
2 (Realizan algiin tip(i de limpieza a los pezones de las Si Si Si Si Si
vacas antes de ordefiarlas?
/ & i i lizan limpi 1 4 1-2
13 (,C0n~ qué fiecuencia realizan limpicza en el drea de 1-2 vecesaldia  1-2vecesaldia  1-2 vecesaldia  1-2 veces al dia veces/
ordefo? semana

(Cudl es el origen del agua que utilizan para la
14 limpieza del equipo y utensilios de ordefio, la limpieza ~ Nacimiento Nacimiento Nacimiento Nacimiento Nacimiento
de las vacas y del personal?

FUENTE: datos obtenidos de entrevista realizada en lecherias muestreadas en el tercer y cuarto trimestre de 2006.
*Los nombres de las fincas estan codificados por letras de acuerdo a la fecha de muestreo.
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También se observo que el 40 % de las fincas (2 de 5) realiza Ginicamente el analisis
fisicoquimico, siendo estas las fincas A y E. Solo el 60 % realiza chequeos periddicos para
la deteccion de mastitis (fincas A, By E) y el 80 % lleva un control médico-veterinario
frecuente (vacunas, vitaminas y/o desparasitantes). Cabe mencionar, que so6lo el 40 % de
las fincas realiza chequeos médicos a los empleados (control odontologico, deteccion de
paludismo, filarias) y en la mayoria no exigen la tarjeta de salud. Asimismo, es importante
destacar que en todas las fincas se afirm6 que las reses son alimentadas con pasto y
concentrado (nunca con ensilaje) y que también tuvieron problemas de abortos en el ganado
lechero, con una frecuencia aproximada de 1 a 2 abortos por afio en algunas fincas y de 3 a

4 abortos por afio en otras.

....Continuacion Tabla 1

No Factor de riesgo y/o Fuente de ESC. ZOOTEC. USAC SAN JOSE PINULA
) contaminacion FINCAA  FINCAB  FINCAE  FINCAF  FINCAG

15 ;Qué analisis realizan a la leche que producen? Fisicoquimico =~ Noaplica  Fisicoquimico Ninguno Ninguno

16 ;Realizan chequeos para la deteccion de mastitis? Si Si Si No No

17 ;Realizan algiin control médico-veterinario? Si Si Si No Si

18 Se feahzan chequeos médicos a las personas que Si Si No No No
ordefian?

19 ;Qué tipo de alimento le proporcionan al ganado Pasto - Pasto - Pasto - Pasto - Pasto -
lechero? Concentrado ~ Concentrado ~ Concentrado ~ Concentrado ~ Concentrado

20 (Han tenido problemas de abortos en el ganado Si Si Si Si Si
lechero?

FUENTE: datos obtenidos de entrevista realizada en lecherias muestreadas en el tercer y cuarto trimestre de 2006.
*Los nombres de las fincas estan codificados por letras de acuerdo a la fecha de muestreo.

Durante los recorridos que se hicieron en algunas fincas, se pudo observar lodo y
estiércol en algunos sitios de ordefio y lugares donde se mantiene el ganado lechero asi
como presencia de otros animales (perros, cerdos, gallinas, ovejas, etc.) cerca de los sitios
de ordefio. Sumado a esto, se observé que algunas de las instalaciones donde se realiza el
ordefio no tienen el disefio adecuado (declives, suelo de concreto, etc.) que permita realizar

una limpieza correcta.

El tnico centro de acopio incluido en el estudio indicod que recibe leche cruda de 21
a 30 fincas diariamente, por lo que los camiones recolectores recorren una distancia

aproximada de 41 a 60 kiloémetros para trasladarla. Durante todo el recorrido, la leche es
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transportada en barriles de plastico con tapadera y sin ningun sistema de refrigeracion hasta
que llega al centro de acopio, en donde es sometida a varios analisis fisicoquimicos y
microbioldgicos para controlar su calidad. El agua que utilizan es entubada y emplean
amonio cuaternario para la limpieza y desinfeccion de los recipientes en los que almacenan
la leche (tabla 2). En este centro de acopio se dedican principalmente a la elaboracion de
otros productos lacteos como diferentes tipos de queso (fresco, ricota, de pita, etc) y crema,

entre otros.

Tabla 2: Determinacion de posibles fuentes y/o factores de riesgo que pueden
favorecer la presencia de L. monocytogenes en la leche cruda que se procesa en
centros de acopio.

Fuente de contaminacién y/o Factor de riesgo SAN JOSE PINULA
No. . .
analizado Centro de Acopio C
1 (De cuantas lecherias recolectan leche diariamente? 21a30
2 ;Cuantos kilémetros viajan los lecheros diariamente para
41a60
recolectar la leche?
3 ;Utilizan algiin sistema de refrigeracion para transportar la No
leche hasta este centro de acopio?
4 ;Utilizan algin sistema de refrigeracion para el Si
almacenamiento de la leche?
5 (Cudles el destino final de la leche que recolectan? Elaboracion de lacteos
6 (Quéandlisis realizan a la leche que recolectan? Fisicoquimico y Microbioldgico
7  (Realizan algin tipo de limpieza de los recipientes que Si

utilizan para el almacenamiento de la leche?
8 /Qué utilizan para la limpieza de los recipientes en donde
almacenan la leche?
9 (Cudl es el origen del agua que utilizan para la limpieza de
los recipientes en donde almacenan la leche?
FUENTE: datos obtenidos de entrevista realizada en centro de acopio en el tercer trimestre de 2006.

Amonio cuaternario

Entubada

De acuerdo con esta informacion, se establecid que existen posibles riesgos que
podrian favorecer la contaminacion de la leche con L. monocytogenes en las fincas lecheras

y centros de acopio.
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De un total de 75 muestras de leche cruda analizadas, 31 resultaron sospechosas al
observarse el desarrollo de varias colonias con caracteristicas similares a las del género
Listeria en agar Oxford. De estas 31 muestras se confirm6 que solo 9 (12 %) eran positivas

para Listeria spp. Los resultados se muestran en la tabla 3 y anexo 12.

Tabla 3: Resultados obtenidos en la identificacion de especies de Listeria

*®
*®
] .y .
S = & Fermentacion Carbohidratos ~ Prueba de CAMP -
H— 3] e
S E = 2
@n  Q Z <
« M@ 2 =
£ 2858 Z£= =
7] Ne) = [+ %] D
@ 2 % g S @ — = 2
- g @ ,.g o = =] = V o~ =
Ef 853332 2 £ E 3 5y
s 832832 £zs = 5 s S >
Z OOESERg ¥ =~ = “ =
4 + + + + - - = + + - - - L. welshimeri
5 + + 4+ + - - - - + - - - L. innocua
6 + + + + - - - - + - - - L. innocua
7 + + + + - - - + + - - - L. welshimeri
1 + + + + - - - - + - - - L. innocua
37 + + + + - - - - + - - - L. innocua
9 + 4+ + + - - - - + - - - L. innocua
0 + + + + - - - - + - - - L. innocua
63 + + + + - - - - + - - - L. innocua

FUENTE: datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de Unidad de Salud/BEU en el tercer y cuarto trimestre de 2006
*Bacilos cortos Gram positivo **Incubacion a temperatura ambiente por 7 dias en medio SIM

Cabe mencionar que las muestras 4 y 5 eran de leche fresca (recién ordefada) y las
6, 7y 11 eran de leche refrigerada (almacenada en un tanque de refrigeracion desde la tarde

del dia anterior). No se verificé la temperatura del tanque.

De las 75 muestras analizadas, 7 (9.33 %) fueron positivas a la presencia de L.
innocua 'y 2 (2.67 %) para L. welshimeri. No se evidencié la presencia de L.
monocytogenes ni de otras especies del género (ver anexo 13). Como una prueba adicional,
que no se incluyo en la metodologia original, se utilizaron los sistemas de identificacion

comerciales BBL Crystal y el API Listeria, para confirmar los resultados encontrados en las
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pruebas bioquimicas convencionales. Asimismo, de las 9 (12 %) muestras positivas para
Listeria spp, 5 (6.67 %) eran provenientes de la Unidad de Comercializacion de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 3 (4 %) correspondian al centro de acopio C ubicado
en San José Pinula y 1(1.33 %) pertenecia a la finca J ubicada en Antigua Guatemala (ver

anexo 14).

De acuerdo con la grafica 1, L. innocua fue la especie que se presentd con mayor
frecuencia en los tres lugares de muestreo, mientras que L. welshimeri solo se presentd en

uno de ellos.

4 )
GRAFICA 1: Frecuencia de presentacion de especies de
Listeria por lugar de muestreo

Nimero de Muestras

0

Esc. Zootec. USAC San José¢ Pinula Antigua Guatemala

Lugar de Muestreo

[ istera innocua [ isteria welshimeri

\_ J

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de Unidad de
Salud/BEU en el tercer y cuarto trimestre de 2006.

Al concluir esta fase, la Unidad de Salud del Bienestar Estudiantil se encarg6 de
notificar los resultados a las fincas y centros de acopio que colaboraron en la investigacion,
asi como al Departamento de Control de Alimentos y Medicamentos del Ministerio de

Salud Publica y Asistencia Social (anexo 15).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Al evaluar los factores de riesgo en las fincas lecheras se establecié que el ordefio
manual (el 60 % de las fincas utiliza este tipo de ordefio) representa un riesgo potencial, ya
que se ha demostrado que el ordefiador (al entrar en contacto con la superficie y utensilios
que estan en contacto con la leche o al emplear practicas inadecuadas de ordefio) puede
actuar como un importante vector en la transmision de L. monocytogenes. También puede
serlo el tipo de recipiente que se utiliza para recolectar la leche, sobre todo si éste es de
boca ancha (como la cubeta), porque es mas probable que la leche se contamine con las
heces de animales enfermos, con pelos y particulas de polvo adheridos a la superficie de la

ubre y cola de la vaca (16, 51, 52).

Se ha senalado que el ordefiador puede llegar a jugar un papel importante en la
contaminacion de la leche con L. monocytogenes, sobre todo cuando el ordefio es manual y
porque la mayor parte de las bacterias contaminantes provienen de cubetas donde se
recolecta la leche, del equipo de la lecheria, de la contaminaciéon presente en corrales,
personal y de fuentes similares -ver anexo 16- (3, 12). Por esta razon es necesario que los
productores adopten medidas adecuadas que permitan eliminar o reducir al minimo las

principales fuentes de contaminacion.

Respecto a la transmision de enfermedades, solo el 40 % de las fincas realiza
chequeos médicos al personal de ordefio. Sin embargo, no en todas exigen la tarjeta de
salud para laborar en ellas. Debe reconocerse que el ordefiador es el principal componente
de todas las operaciones de ordefio y que por ello, los productores deben asegurarse de
incluir un chequeo médico que logre diagnosticar aquellas enfermedades que pueden
transmitirse a través del consumo de leche cruda. De acuerdo con el Codex Alimentarius,
quienes manipulan la leche deben someterse a examen médico si asi lo aconsejan motivos
clinicos o epidemiologicos. Por otro lado, las personas de las que se sabe o se sospecha
que sufren o son portadoras de una enfermedad con probabilidades de transmitirse a la

leche, no deben entrar en zonas de manipulacion del alimento (60).
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Otro aspecto importante a considerar es que el 60 % de las fincas indicaron que sus
empleados han recibido algun tipo de capacitacion relacionada con buenas practicas de
higiene (BPH). La falta de BPH por parte de los empleados, desempefia un papel
importante en la contaminacidon con Listeria de alimentos como la leche cruda. Por
ejemplo, empleados que realizan la limpieza de los corrales o de cualquier otra area de la
finca, aquellos que manejan los desechos o los que se encargan del cuidado de otros
animales (cabras, ovejas, gallinas, peces, cerdos, etc.), no deberian entrar en contacto con la
leche, ya que podrian contaminarla con la bacteria -contaminacion cruzada- (60). Esta
presencia podria considerarse un factor de riesgo importante, ya que en la mayoria de fincas
es probable que no proporcionen la debida capacitacion y supervision para asegurar el

cumplimiento de las mismas.

En algunas fincas se observd que hay sitios de ordefio y lugares donde se mantiene
el ganado lechero que no reunen las condiciones minimas de limpieza, ya que habia areas
con lodo y estiércol y presencia de otros animales (perros, cerdos, gallinas, ovejas, pajaros,
etc.) cerca de los sitios de ordefio. Ademas, algunas de las instalaciones donde se realiza el
ordefio no tienen el disefio adecuado (declives, suelo de concreto, etc.) que permita realizar
una limpieza correcta. Segun el Codex, las zonas donde se mantiene al ganado deben
mantenerse limpias y libres de acumulaciones de estiércol, lodo, etc; las instalaciones
donde se realice el ordefno deben estar ubicadas, construidas y mantenidas de una forma que
reduzca al minimo o impida la contaminacidon de la leche, deben ser faciles de limpiar y
mantenerse libres de animales no deseables como los mencionados anteriormente, cuya

presencia podria traer como consecuencia la contaminacion de la leche (33, 60).

Ademas, deben contar con un suministro apropiado de agua de calidad adecuada
para su utilizacion en todas las labores relacionadas al ordefio (60). Es importante
mencionar, que el agua puede contaminarse al pasar cerca de plantas de tratamiento de
aguas negras o areas con ganado u otros animales, convirtiéndose en una fuente importante
de microorganismos patogenos. Por lo mencionado, el agua puede convertirse en una de

las fuentes mas importantes de contaminacion de la leche cruda, sobre todo, si no es potable
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(15). Al respecto, se determind que en todas las lecherias no poseen agua potable, sino que
utilizan el agua de nacimientos para realizar todas las labores relacionadas al ordefo, lo que
podria representar un riesgo potencial para las lecherias, en el caso de que no reciba un

tratamiento adecuado antes de ser utilizada (no se obtuvo informacion al respecto).

Por otra parte, en el 40 % de las fincas (2 de 5) se indico que a la leche le realizan
analisis fisicoquimicos pero no microbioldgicos, a pesar que este ultimo se considera mas
importante para asegurar la calidad e inocuidad de este producto alimenticio. En la
mayoria de casos, las empresas que compran la leche (centros de acopio o plantas
procesadoras) son las que realizan estos analisis, ya que son éstas las que definen su precio
en base al contenido de solidos totales (grasa, proteinas, lactosa y minerales).  Sin
embargo, la Comision Ejecutiva de la Leche informd sobre la implementacion de un
novedoso sistema de pago, mediante el cual se le proporciona al productor un incentivo
econdmico adicional por la calidad higiénica de la leche, motivando al productor lechero a

tomar las medidas de higiene adecuadas para producir leche de mejor calidad (66, 67).

Para evitar que la leche sea un peligro potencial para el consumidor, ésta debe
proceder de animales en buen estado de salud, a fin de que no afecte negativamente al
producto final (60). Al respecto, el 60 % de las fincas indicaron realizar chequeos
frecuentes para la deteccion de mastitis. La presencia de esta enfermedad en el ganado
lechero, puede ocasionarle graves problemas tanto al productor como al consumidor, sobre
todo cuando se presenta la mastitis subclinica. Este tipo de mastitis es dificil de
diagnosticar debido a la ausencia de signos o sintomas, lo que significa que existe un riesgo
debido a que la mayoria de productores solo se percata de los animales que sufren de
mastitis clinica. Ademas, en el desarrollo de mastitis puede intervenir L. monocytogenes

(16, 17).

Se ha demostrado que L. monocytogenes es responsable de abortos espontdneos en
el ganado lechero (4, 30). Un aspecto preocupante, es que en todas las fincas han tenido

este tipo de problema, con una frecuencia de hasta 4 abortos por afio. Si bien no se
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comprobo que estos abortos hayan sido causados por L. monocytogenes, la probabilidad
existe debido a la ubicuidad de dicho patogeno. Por eso es indispensable, llevar un control
médico-veterinario frecuente, para monitorear el estado de salud en el que se encuentra el

ganado lechero.

Segln se menciond, el mantenimiento inadecuado de la cadena de frio es uno de los
factores de riesgo que se encuentra significativamente asociado a la contaminacion de la
leche cruda con L. monocytogenes (54, 58). A pesar de que este aspecto no estaba incluido
en la entrevista, se observd que en la mayoria de fincas no refrigeran la leche después de
terminar el ordefio. Este hecho no lo han considerado importante los productores, quiza
porque el ordefio lo realizan durante la madrugada, cuando el clima todavia esta
considerablemente frio. Y ademas, el tiempo que tarda en pasar el camion lechero es de

unas pocas horas (maximo 3 horas), lo cual les debe parecer relativamente corto.

Sélo la finca A utiliza un tanque de refrigeracion para almacenar la leche que
ordefian por las tardes, ya que el ordefno se realiza dos veces al dia. Sin embargo, la
mayoria de muestras positivas (5 de 9) para Listeria spp, provinieron de esta finca y 3 de
esas muestras, fueron tomadas del tanque de refrigeracion. Es necesario recordar, que
todas las especies de Listeria son capaces de desarrollarse a temperaturas de refrigeracion y
por ese motivo es importante mantener la integridad de la cadena de frio (la temperatura del
almacenamiento en refrigeracion). Seglin el Codex Alimentarius, los productos en
refrigeracion deben permanecer a una temperatura que no supere los 6 °C (preferentemente,
2 -4 °C), debido a que la proliferacion de L. monocytogenes se reduce considerablemente a

temperaturas inferiores a los 6 °C (60).

Por otro lado, se debe tomar en cuenta que en los centros de acopio también existen
varios factores de riesgo que pueden aumentar la probabilidad de que se pueda encontrar L.
monocytogenes, no s0lo porque la mayoria de ellos recibe diariamente la leche cruda de

numerosas fincas sino porque ademas los camiones recolectores recorren grandes distancias
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para trasladar esa leche hasta el centro y no utilizan ningtn sistema de refrigeracién para

ese proposito.

Al respecto, el Codex Alimentarius sefialé que la gestion para prevenir el riesgo de
contaminacion y/o introduccién de este patogeno deberia comenzar en la introducciéon de
medidas para reducir los niveles de la bacteria en tipos especificos de produccion primaria
y en tomar medidas de higiene especificas relacionadas con el manejo del alimento, a través
de la debida aplicacion y verificacion de las Buenas Practicas de Higiene -BPH- y el

Analisis de riesgos y puntos criticos de control -HACCP- (33).

Los resultados obtenidos a partir del andlisis microbiolégico, concuerdan con los
informados por Mayorga (58), quien realiz6 un estudio en Chile en el 2004, donde obtuvo
unicamente especies no patogénicas del género Listeria (L. innocua enun 6 % y L. grayi en
un 2 %), pero no de L. monocytogenes. Asi mismo, en un estudio realizado en Puerto Rico
en el 2006 (61), se determind la ausencia de este patdgeno en leche cruda almacenada en

tanques de enfriamiento de 37 lecherias. Tampoco se aislaron otras especies del género.

Estudios en otros paises muestran resultados un tanto similares en cuanto a la
determinacion de Listeria spp, mas no para L. monocytogenes. En Canada, Farber et al.
(42) determinaron una incidencia general del 12.4 % para el género Listeria, identificando a
L. innocua en un 9.7 %, L. welshimeri en un 1.3 % y a L. monocytogenes enun 1.3 %. En
otra investigacion, realizada en Brasil, Moura et al. (43) reportan 12.7 % de positividad
para el género Listeria, aislando L. innocua y L. monocytogenes en un 9.5 % y L.
welshimeri en un 0.9 %. Por otro lado, los resultados de Ahrabi et al. (45) en Turquia,
determinaron una incidencia general del 10 % para el género Listeria, aislando L. innocua

en un 8 %, L. seeligeri en un 2 % y L. monocytogenes en un 1 %.

Al analizar los resultados obtenidos en otras investigaciones y paises, se puede
apreciar que el porcentaje de aislamiento de L. monocytogenes en leche cruda, es bastante

variado y oscila entre 0 % en algunos paises como Italia y Nueva Zelanda, hasta un 34 %
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en paises como Colombia y una prevalencia mundial de alrededor del 2.2 %. Se ha
demostrado que la prevalencia de L. monocytogenes, depende de factores como el area
geografica, la época, el tamafio del hato lechero y las practicas de manejo y produccion de

la lecheria, entre muchos otros (61).

La ausencia de L. monocytogenes en este estudio podria deberse a uno o varios
factores. Segun Mayorga (58), el bajo nimero de L. monocytogenes junto con el alto
nimero de microbiota presente en la leche cruda (ver anexo 17), hace mas dificil su
aislamiento por ser ésta una bacteria que se inhibe frente a otros microorganismos. Flores
(61) también sefiala que la microbiota habitual de la leche cruda puede inhibir y eliminar la
presencia de ciertas cepas de L. monocytogenes, ya sea por medio de la competencia por

nutrientes o por la produccion de proteinas con accion bactericida (bacteriocinas).

Sumner et al. (62), refieren que algunas bacterias acido lacticas (BAL) compiten a
través de la produccion de dcidos organicos y bacteriocinas. Estas bacterias disminuyen el
pH del medio a niveles que son desfavorables para ciertas cepas de L. monocytogenes y
otros patogenos. En lo que respecta a la produccion de bacteriocinas, algunas especies del
género Lactobacillus, producen 5 bacteriocinas diferentes -lacticina F, M y B, helveticina J
y plantaricina A- que tienen afectos antagoénicos sobre L. monocytogenes, al igual que
Lactococcus lactis -nisina y diplococina- y Streptococcus sp -termofilina 347 y termofilina

A- (61, 63).

Ademés, es bien reconocido que la leche cruda posee varias sustancias naturales
antimicrobianas, que ayudan a eliminar la microbiota que pueda estar presente, incluyendo
los patdgenos. Entre estas se mencionan, la lactoferrina, algunas inmunoglobulinas y el
sistema lactoperoxidasa-tiocianato-peroxido de hidrogeno (15, 58, 61, 63). El sistema de
lactoperoxidasa, ha sido reconocido por sus efectos inhibitorios sobre ciertas cepas de L.
monocytogenes, incluso a ciertas temperaturas de refrigeracion; la actividad bactericida

persiste aproximadamente por 5 dias, previniendo el crecimiento y reduciendo
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significativamente el numero de L. monocytogenes, durante el almacenamiento en

refrigeracion de la leche cruda (58, 63).

Flores indica que otro de los posibles factores que puede contribuir a la ausencia del
mencionado patégeno, es el empleo de las Buenas Practicas Agricolas (BPA) en las fincas.
Estas incluyen los siguientes aspectos: buenas practicas de ordefio, adecuada limpieza y
desinfeccion del area, equipo y utensilios de ordefio; evitar el uso de agua contaminada,
monitoreo frecuente del estado de salud del ganado por personal capacitado; evitar que
personas enfermas participen en la labor de ordefio, entre otros. Sin embargo, este factor
podria descartarse debido a que en este estudio se encontrd la presencia de otras especies de

Listeria (61).

Por otra parte, se ha demostrado que la presencia de L. monocytogenes también se
ve afectada por los métodos de aislamiento empleados asi como el tamafio y numero de
muestras estudiadas (58). Se ha sefialado que puede existir una variacion estacional en la
incidencia de L. monocytogenes, ya que se ha detectado una menor positividad en la época
seca, que también afectaria a las otras especies de Listeria (58). En esta investigacion, la
mayor parte (66.67 %) de las muestras se tomaron durante la época lluviosa (Unidad de
Comercializacion y San José Pinula) y el resto (33.33 %) se recolectaron durante la época
seca (Antigua Guatemala), lo cual podria justificar por qué se encontraron mas muestras
positivas para Listeria spp en los dos primeros lugares mencionados (8 muestras en total),

en comparacion con el ultimo (1 muestra).

Es importante destacar, que en varios de los casos reportados por la bibliografia (42,
45, 58, 65), incluyendo la presente investigacion, L. innocua ha mostrado ser la especie
aislada con mayor frecuencia (no solo en la leche cruda sino también en otros productos
alimenticios), seguido muy de cerca por L. monocytogenes. Al respecto, Cornu (64) sefiala
que L. innocua tiene una ventaja selectiva sobre L. monocytogenes durante los procesos de
enriquecimiento, el cual es atribuido a tasas rapidas de crecimiento y a la produccion de

compuestos inhibitorios, lo que podria explicar la ausencia de este patogeno en las muestras
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de leche evaluadas. Ademas, el sobrecrecimiento de L. innocua durante los procesos de
enriquecimiento, puede llegar a enmascarar a L. monocytogenes provocando un incremento

en la presencia de falsos negativos (58, 64).

Sumner et al. (62) indican que, L. innocua se encuentra estrechamente relacionada
con L. monocytogenes y que son tan pocas las diferencias entre ambas, que uno de los
aspectos mas interesantes es la frecuencia con que L. innocua es utilizada para modelar el
comportamiento de L. monocytogenes. Al respecto, Mayorga (58) sefiala que L. innocua no
fue reconocida como especie distinta de L. monocytogenes hasta 1981. Sumado a esto, la
ubicuidad de L. monocytogenes en la naturaleza, hace que sea casi imposible su eliminacion
del medio ambiente. Por lo tanto, dada las similitudes entre ambas especies, no seria

sorprendente encontrarlas juntas en el ambiente y en los productos alimenticios (62).

Es importante mencionar que a pesar de que las especies de Listeria encontradas en
esta investigacion no son patdogenas para el hombre, su presencia indica una inadecuada
manipulacion de la leche y condiciones higiénicas deficientes en las lecherias. Es por esta
razén el Codex Alimentarius menciond que los programas de vigilancia eficaces pueden
incluir pruebas para la deteccion de organismos de Listeria spp, ya que su presencia €s un

buen indicador de condiciones que favorecen la posible presencia de L. monocytogenes

(60).

Finalmente, a pesar de que en este estudio no se obtuvieron aislamientos de L.
monocytogenes, no se puede descartar su presencia ya que se trata de una bacteria ubicua y
existe la posibilidad de encontrarla en algunos de los sitios de muestreo evaluados. Es
importante recordar, que la contaminacion por dicho patégeno puede ocurrir en cualquier
paso en donde el producto se vea expuesto al medio ambiente, desde el proceso de ordefio,
almacenamiento, transporte hasta en el hogar, por lo que se recomienda la aplicacion de las
normas de higiene correspondientes, no s6lo para los productores y distribuidores, sino

también para cada uno de los consumidores.
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Para Guatemala, el nivel de tolerancia para los productos que requieren la
determinacion de L. monocytogenes es cero. Por lo tanto, la ausencia de este patogeno en
la leche cruda, que se expende sin pasteurizar en localidades de San José Pinula, Antigua
Guatemala y en la Unidad de Comercializacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la USAC, cumple con la norma legal en cuanto a la tolerancia cero y por el
momento, no se considera un vehiculo de transmision de L. monocytogenes. Sin embargo,
si representa un riesgo potencial para la poblacion consumidora ya que se encontraron otras

especies del género.

Los datos epidemioldgicos, en cuanto a la determinacion de dicho patogeno, en
leche cruda como en otros productos alimenticios que se venden en Guatemala, son muy
limitados, por lo que los resultados de este trabajo de investigacion, contribuyen a conocer

la calidad actual de la leche cruda en nuestro pais en relacion con L. monocytogenes.
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X. CONCLUSIONES

No se encontrd la presencia de Listeria monocytogenes en la leche cruda que se
comercializa sin pasteurizar en las localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala
y en la Unidad de Comercializacion de la Escuela de Zootecnia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la USAC, por lo que cumple con la norma legal establecida en

Guatemala, en cuanto a la cero tolerancia a este microorganismo.

La evaluacion microbioldgica de la leche cruda que se comercializa sin pasteurizar en
las localidades mencionadas, permitio establecer que este alimento si representa un
riesgo potencial para la poblacion consumidora en cuanto a la transmision de L.

monocytogenes, ya que se encontraron otras especies del género Listeria.

Del 100 % de muestras analizadas, el 12 % fueron positivas para Listeria spp, de las

cuales el 9.33 % correspondieron a L. innocua 'y el 2.67 % a L. welshimeri.

Las especies de Listeria identificadas en este estudio aunque no son patdgenas, indican
una inadecuada manipulacion de la leche y condiciones higiénicas deficientes de las
lecherias, pues estas bacterias han sido aisladas del suelo, aguas residuales, materia

fecal, etc.
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XI. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con estudios similares en otras regiones de Guatemala, con el fin de

determinar la incidencia de L. monocytogenes a nivel nacional.

En base a los resultados recopilados, la Unidad de Salud debe realizar evaluaciones
microbiolodgicas frecuentes en la leche cruda que se expende en la Unidad de Comercializacion
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la USAC, con el propdsito de establecer

su inocuidad y prevenir el desarrollo de listeriosis en la poblacion susceptible.

Como medida de control para prevenir el riesgo de contaminacién y/o introduccion de L.
monocytogenes en las lecherias, los productores o instituciones correspondientes deben
implementar cursos peridodicos de capacitacion dirigidos al personal que manipula la leche,
relacionados con las Buenas Practicas Agricolas y al mismo tiempo deben verificar el

cumplimiento de las mismas.

Por el riesgo constante de contaminacion al que esta expuesta la leche cruda, se deben realizar
analisis ambientales, a modo de efectuar una busqueda de las posibles fuentes asociadas a la
contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes, asi como también un analisis de riesgos

y puntos criticos de control (HACCP).

Llevar a cabo programas de informacion para educar a los consumidores, sobre los riesgos que

conlleva la transmision de L. monocytogenes 'y como prevenirla.

Capacitar al personal que participa en la produccion y manipulacion de los alimentos listos para

el consumo, con respecto a las buenas practicas de manufactura.

Realizar estudios futuros que determinen la incidencia o prevalencia de L. monocytogenes en

otros alimentos implicados en la transmision de dicho patégeno.

Que los resultados encontrados en este estudio impulsen a instituciones como Codex
Alimentarius y Coguanor a establecer normas basicas que garanticen que las fincas y centros de
acopio implementen correctamente las Buenas Practicas Agricolas y Buenas Practicas de

Manufactura.
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XIII. ANEXOS

ANEXO No. 1: Produccion de leche de vaca. Numero de fincas censales, numero de vacas
ordefiadas y produccion de leche en un dia, departamento de Guatemala. Mayo 2003.

Departamento Leche de vaca

Numero de fincas Vacas ordeiiadas Litros de leche obtenidos

Total Repuiblica 32820 162585 633294
Guatemala 1425 6246 39777
Guatemala 61 159 720
Santa Catarina Pinula 14 114 367
San José Pinula 336 2045 14643
San Jos¢ del Golfo 44 204 748
Palencia 387 1008 6063
Chinautla 27 113 719
San Pedro Ayampuc 61 216 1430
Mixco 8 32 197
San Pedro Sacatepéquez 13 48 234
San Juan Sacatepéquez 194 430 1950
San Raimundo 73 252 1035

Chuarrancho 21 34 68
Fraijanes 39 497 3214
Amatitlan 64 255 1538
Villa Nueva 28 205 1944
Villa Canales 52 623 4861
Petapa 3 11 48

Fuente: IV Censo Nacional Agropecuario. 2003
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ANEXO No. 2: Produccion de leche de vaca. Numero de fincas censales, numero de vacas
ordefiadas y produccion de leche en un dia, departamento de Sacatepéquez. Mayo 2003.

Leche de vaca

Departamento
Numero de fincas Vacas ordeiiadas Litros de leche diarios
Total Repiblica 32820 162585 633294
Sacatepéquez 198 930 10316
Antigua Guatemala 7 58 747
Jocotenango - - -
Pastores 20 28 84
Sumpango 35 45 202
Santo Domingo Xenacoj 2 24 75
Santiago Sacatepéquez 20 89 1019
San Bartolomé Milpas Altas 4 140 518
San Lucas Sacatepéquez 18 34 167
Santa Lucia Milpas Altas 46 100 642
Magdalena Milpas Altas 13 14 71
Santa Maria de Jesus 3 21 66
Ciudad Vieja 8 24 319
San Miguel Duenas 8 36 562
Alotenango 9 311 5798
San Antonio Aguas Calientes 5 6 46

Fuente: IV Censo Nacional Agropecuario. 2003



ANEXO

No. 3: Poblacion total.

Sacatepéquez. 2004

Distribucion por municipio.
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Departamento de

No. de habitantes

MUNICIPIOS / ANO
2004
Alotenango 10,926
Antigua Guatemala 47,773
Ciudad Vieja 28,628
Jocotenango 32,446
Magdalena Milpas Altas 9,753
Pastores 13,682
San Antonio Aguas Calientes 10,458
San Bartolomé Milpas Altas 5,262
San Lucas Sacatepéquez 26,412
San Miguel Duefias 10,001
Santa Catarina Barahona 3,920
Santa Lucia Milpas Altas 12,131
Santa Maria de Jesus 17,392
Santiago Sacatepéquez 25,990
Santo Domingo Xenacoj 9,413
Sumpango 31,192
Total Sacatepéquez 295,379

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica y Centro Latinoamericano de Demografia.
Guatemala, abril de 1997.



ANEXO No. 4: Reacciones especificas para la identificacion del género Listeria

PRUEBAS

RESULTADOS

Tincion de Gram®

Catalasa

Oxidasa

Produccioén de acido a partir de glucosa
Hidrolisis de esculina

Hidrolisis de urea

Hidrdlisis de gelatina

Voges-Proskauer

Rojo de metilo

Indol

Movilidad en forma de sombrilla

Bacilos cortos gram positivo

+

? Cultivos de 16 - 24 horas

" Incubacion a temperatura ambiente por 7 dias en medio SIM
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ANEXO No. 5: Reacciones especificas para la identificacion de las especies del género Listeria.

f@ Fermentacion-Carbohidratos  Prueba de CAMP
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L. monocytogenes + + + 4+ - o+ - - + - + -
L. ivanovii + o+ o+ + -+ - + - - - +
L. innocua + + + + - - - - \Y% - - -
L. welshimeri + + o+ o+ - = - - - _
L. seeligeri + o+ o+ o+ =+ = - - n -
L. grayi + + + + - - - - - + - -
L. murrayi + 4+ + + - - 4+ - v - -

+ = Positivo - = Negativo v = Reaccion variable  Incubacion a temperatura ambiente por 7 dias en medio SIM



ANEXO No. 6: Ubicacion de areas de muestreo en San José Pinula.

Areas de Muestreo en el Municipio
‘$ de San José Pinula

Vias de Acceso
Asfaltado

N Mo Asfaltado
eredas

Tipos de Pobladaos

B ~LDEA

[ ] casSERIO

] clupan

[ ]FcAa

] Finea

] crandA

[ |HACIENDA

] HDA

I LOTIFIGACION
Il F-rRAIE

L] rPUEBLO

I URBANIZACION

Tesista: Anabella Gonzalez Juarez
Escala 1:125,000
4 g gl 4 . Facultad de CC. QQ. y FF.
! ] 2006
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ANEXO No. 7: Ubicacion de areas de muestreo en Antigua Guatemala.

84

Areas gg Klrlﬁ%sttlrae%en el Municipio

uatemala

Escala 1:110,000
0 4

Vias de Acceso
Asfaltado

/\v/ No Asfaltado
Veredas

Tipos de Poblados

[ ALDEA
[__| CASERIO

CIUDAD
COLONIA
[ ]FINCA
HACIENDA
LOTIFICACION

[ PUEBLO

Tesista: Anabella Gonzalez Juarez
Facultad de CC. QQ. y FF.
2006

G Miles
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ANEXO No. 8

“Determinacion de Listeria monocytogenes en leche de vaca no pasteurizada y comercializada
en localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala y en la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala”

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Escuela de Quimica Biologica

Estimado Sefior:

A continuacién encontrard algunas preguntas acerca de las practicas de manejo y
produccion de su lecheria, la informacion que usted proporcione al contestar estas
preguntas, serd de gran utilidad para la presente investigacion.

iMuchas gracias por su colaboracion!

ENTREVISTA No.

Persona entrevistada (propietario o empleado):

Nombre de la Lecheria:

Ubicacion:

Fecha de muestreo: Hora:

Por favor, sefiale su respuesta haciendo una marca en el cuadro que estd junto a la

respuesta que usted escoja.

1. ¢Desde hace cuanto tiempo se dedican a la produccién lechera?

a. O 0-5 afios b. O 6-10 c. O 11-15 d. O Mais de 15 afios

2. (Cuantas vacas ordefian diariamente?

a. ] 1-10 b. ] 11220 ¢ [ 21-30 d. [] Més de 30
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3. (Qué tipo de ordefio utilizan?

a. ] Manual b. ] Mecanico

4. (Realizan algun tipo de limpieza a los pezones de las vacas antes de ordefarlas?
a. [] Si b. ] No

Especificar:

5. (Cuantas veces ordefan al dia?

a. 1 b.Dz

6. (Utilizan parte de la produccion diaria de leche para consumo propio?

a. [] Si b. ] No

7. En caso de ser afirmativa la respuesta anterior: ;Hierven la leche antes de
consumirla?

a. [] Si b. ] No

8. (Con qué frecuencia recolectan la leche los lecheros?

a. Diariamente b. [ Dia por medio

9. (Qué tipo de alimento le proporcionan al ganado lechero?

a. ] Pasto b. [ Ensilaje c. [ Concentrado  d. n Combinaciéon

10. ;(Cuantos trabajadores se dedican al ordefio?

a. 0 1-2 b. 0 3-4 c. 5-6 d. Mas

L L

11. ;Qué nivel de formacion académica tienen estos trabajadores?

a. Primaria b. n Basico c. n Ninguna d. n Otros



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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(Reciben estas personas algin tipo de capacitacion relacionada con las buenas
practicas de higiene?

a.DSi b.DNO

(Con qué frecuencia realizan limpieza en el area de ordefio?

a. ] 1-2vecesaldia b. n 1-2 veces por semana  c. [ Otros

Especificar:

(Realizan algin tipo de limpieza del equipo y utensilios que utilizan para la
recoleccion y almacenamiento de la leche?

a. Si b. n No

(Qué utilizan para la limpieza del equipo y utensilios en donde recolectan y
almacenan la leche?

a O Detergentes b.|:| Desinfectantes c. 0 Combinacion  d. 0 Otros

Especificar:

(Cual es el origen del agua que utilizan para la limpieza del equipo y utensilios de
ordeno, la limpieza de las vacas y del personal?

a. [] Potable b. [J Entubada c. [JPozo d. []JOtro

Especificar:

(Qué analisis realizan a la leche que producen?

a. [] Microbiologico b. ] Fisicoquimico ¢. [ Ambos d. 7] Ninguno

(Realizan chequeos para la deteccion de mastitis?

a. [ Si b. [ No



19. (Realizan algin control médico-veterinario?

a. [ Si b. [ No

20. (Se realizan chequeos médicos a las personas que ordefian?

a. [ Si b. [ No

21. ;Han tenido problemas de abortos en el ganado lechero?

a. [ Si b. [ No

Observaciones:

88
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ANEXO No. 9

“Determinacion de Listeria monocytogenes en leche de vaca no pasteurizada y comercializada
en localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala y en la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala”

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Escuela de Quimica Biolégica

Estimado Seifior:

A continuacidn encontrard algunas preguntas relacionadas a las practicas de manejo
de su centro de acopio, la informacién que usted proporcione al contestar estas preguntas,
sera de gran utilidad para la presente investigacion.

iMuchas gracias por su colaboracion!

ENTREVISTA No.

Persona entrevistada (propietario o empleado):

Nombre del Centro de Acopio:

Ubicacion:

Fecha de muestreo: Hora:

Por favor, sefiale su respuesta haciendo una marca en el cuadro que esta junto a la

respuesta que usted escoja.

1. ¢Desde hace cuanto tiempo se dedica al acopio de leche?

a. O 0-5 afios b. O 6-10 c. O 11-15 d. O Mas de 15 afios

2. (De cuantas lecherias recolectan leche diariamente?

a. [ 1-10 b, [J11-20 ¢ []21-30 d. ] Mésde30



10.

90

( Cuantos kilometros viajan los lecheros diariamente para recolectar la leche?

a. ] 120 b [ 21-40 . [ 41-60  d. [ Mas de 60

(Utilizan algln sistema de refrigeracion para transportar la leche hasta el centro de
acopio?

Si b. No

a.D n

(Utilizan algln sistema de refrigeracion para el almacenamiento de la leche?

a. ] Si b. ] No

(Cuadl es el destino final de la leche que recolectan?

a. Venta directa  b. Elaboracion de lacteos  c. Otros
] [l [l

(Qué andlisis realizan a la leche que recolectan?

a. [] Microbiologico b. ] Fisicoquimico ¢. [] Ambos d. ] Ninguno
(Realizan algin tipo de limpieza de los recipientes que utilizan para el
almacenamiento de la leche?

a.DSi b.DNO

(Qué utilizan para la limpieza de los recipientes en donde almacenan la leche?

a O Detergente  b. 0 Cloro . O Otros

Especificar:

(Cuadl es el origen del agua que utilizan para la limpieza de los recipientes en donde
almacenan la leche?

a. [ ] Potable b. [] Entubada c¢. [] Pozo d. L otro



ANEXO No. 10: Reactivos para la determinacion de nitritos

Reactivo A
Ingredientes
Alfa-naftilamina

Acido acético 5N

Reactivo B
Ingredientes
Acido sulfanilico

Acido acético 5N

Cantidad
6 gramos

1000 mililitros

Cantidad
8 gramos

1000 mililitros
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ANEXO 11: Porcentajes de respuesta de las entrevistas realizadas en las lecherias.

1. ;Desde hace cuanto tiempo se dedican a la produccion lechera?

a. 0-5 afios 0 --mmmmmm- 0 %

b. 6-10 afios e 20 %
c¢. 11-15 anos 0 - 0 %

d. Mas de 15 afios 4 e 80 %

2. (Cuantas vacas ordefian diariamente?

a. 1-10 pJ— 40 %
b. 11-20  — 20 %
c. 21-30 | J— 0%

d. Mis de 30 p J— 40 %

3. ¢Qué tipo de ordeiio utilizan?
a. Manual 3 - 60 %
b. Mecanico 2 - 40 %

a. Si — 100 %
b. No | J— 0 %

5. ¢(Cuantas veces ordefian al dia?
a. 1 3 e 60 %
b. 2 R 40 %

a. Si — 100 %
b. No | J— 0 %



10.

11.

12.
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En caso de ser afirmativa la respuesta anterior: ;Hierven la leche antes de

consumirla?
a. Si /R — 80 %
b. No 1 —mmmmeeeem 20 %

.Con qué frecuencia recolectan la leche los lecheros?
a. Diariamente S - 100 %

b. Dia por medio 0 -------- 0 %

.Qué tipo de alimento le proporcionan al ganado lechero?

a. Pasto 0 -mmmmmmem- 0 %
b. Ensilaje 0 --mmmmmm- 0 %
c¢. Concentrado 0 - 0 %
d. Combinacion S cmme- 100 %
. Cuantos trabajadores se dedican al ordefio?
a. 1-2 3 e 60 %
b. 34 0 —---mmmme- 0 %
c. 5-6 2 - 40 %
d. Mas 0 ---mmomme- 0 %
. Qué nivel de formacion académica tienen estos trabajadores?
a. Primaria 5 - 100 %
b. Basicos I 0 %
c. Ninguna 0 - 0 %
d. Otros 0 - 0%

.Reciben estas personas algun tipo de capacitacion relacionada con las buenas
practicas de higiene?

a. Si 3 - 60 %

b. No P 40 %
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13. ;(Con qué frecuencia realizan limpieza en el area de ordefio?

a. 1-2 vecesal dia L 80 %
b. 1-2 veces por semana | 20 %
¢. Otros 0 e 0 %

14. ;Realizan algun tipo de limpieza del equipo y utensilios que utilizan para la
recoleccion y almacenamiento de la leche?
a. Si 5 - 100 %
b. No 0 ---mmomme- 0 %

15. ;(Qué utilizan para la limpieza del equipo y utensilios en donde recolectan y

almacenan la leche?

a. Detergentes | 20 %
b. Desinfectantes l e 20 %
c¢. Combinacion de anteriores R 60 %
d. Otros 0 --mmmmmmm- 0 %

16. ;Cual es el origen del agua que utilizan para la limpieza del equipo y utensilios

de ordeiio, la limpieza de las vacas y del personal?

a. Potable (Municipal) 0 -—--m---- 0 %
b. Pozo 0 ---mmomme- 0 %
c¢. Otros R 100 %

17. ;(Qué analisis realizan a la leche que producen?

a. Microbioldgico 0 ---mmmmme- 0 %
b. Fisicoquimico P 40 %
¢. Ambos R 0 %

d. Ninguno 2 - 40 %
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19.

20.

21.
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Realizan chequeos para la deteccion de mastitis?
a. Si 3 - 60 %
b. No 2 - 40 %
Realizan algin control médico-veterinario?
a. Si L 80 %

b. No | 20 %
.Se realizan chequeos médicos a las personas que ordeiian?
a. Si g 40 %

b. No 3 - 60 %

a. Si — 100 %
b. No | J— 0%
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ANEXO 12: Resultados obtenidos en la determinacion de especies de Listeria en leche de vaca no pasteurizada y
comercializada en San José Pinula, Antigua Guatemala y en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. Segundo semestre de 2006.
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FUENTE: datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de Unidad de Salud/BEU en el tercer y cuarto trimestre de 2006.

*incubacion por 7 dias a temperatura ambiente en medio SIM  **Codificacion por letras de acuerdo a la fecha de muestreo



ANEXO 13: Representacion grafica del porcentaje de muestras de leche cruda
analizadas en cuanto a las especies de Listeria identificadas.

4 )
GRAFICA A: Distribucion porcentual de muestras analizadas
en cuanto a especies de Listeria identificadas
9%
88%
B / /stenainnocua W [ isteria welshimerrn O Negativas
G J
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FUENTE: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de Unidad de Salud/BEU

en el tercer y cuarto trimestre de 2006.
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ANEXO 14: Representacion grafica del porcentaje de muestras positivas de Listeria sp
en cuanto a su lugar de procedencia.

4 N
88 %
O (Urid. Comercial. (JSAC San José Finula
Antigua (Guatemala Negativas
g J

FUENTE: Datos experimentales obtenidos en el Laboratorio de Control de Alimentos de Unidad de Salud/BEU
en el tercer y cuarto trimestre de 2006.



ANEXO 15: Formato de entrega de resultados.

(B s 5

R oS SALUD

Guatemala, __de JULIO_ de 2007
Ref. 260607-0220

Licenciado (a)

Nombre Completo
Cargo Administrativo

Lugar de muestreo

Presente.

Licenciado (a) XXXXXXX:

Por este medio deseamos informarle los resultados microbiologicos de las muestras de leche cruda
analizadas en el laboratorio de Control de Alimentos de la Unidad de Salud, en el mes de XXXX del 2006.

Analisis de leche cruda
Determinacion de Listeria monocytogenes

Listeria Criterio RESULTADO Otras especies
MUESTRA onocytogenes M/i\clrjoshé(l)\}(’)}‘géco NO a.islad.as de
APTO | ‘p10O Listeria spp
01 AUSENCIA Satisfactorio XXX | ----- AUSENCIA
02 PRESENCIA Insatisfactorio | ----- XXX PRESENCIA
03
XX

Recomendaciones SE LE FELICITA Y SE LE EXHORTA A CONTINUAR REALIZANDO LAS BUENAS
PRACTICAS DE MANUFACTURA, es de hacer notar que un analisis de producto
terminado es el mas recomendado. Ademas, se recomienda realizar de forma
periédica auditorias de Buenas Practicas Agricolas, capacitar y supervisar de forma
constante al personal que manipula laleche, debido ala vigilancia epidemiolégica de
la poblacién consumidora (intoxicacion alimentaria, infecciones, etc.).

*FUENTE: Datos recabados en el trabajo de Tesis titulado “Determinacion de Listeria monocytogenes en leche de vaca no pasteurizada y
comercializada en localidades de San Jos¢ Pinula, Antigua Guatemala y en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala”.

Respetuosamente;
Vo.Bo. Dr. Saul Ernesto Rojas Castillo Licda. Brenda Lopez de Quevedo
Jefe De Unidad De Salud Supervisora de Control Microbioldgico
Bienestar Estudiantil Universitario de Alimentos /Unidad de Salud
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ANEXO 16: Fuentes de contaminacion que contribuyen al aumento del recuento
microbiano de la leche cruda.

Contribucién de algunas fuentes de contaminacidn al recuento de colonias de la leche

cruda'.

Fuente de contaminacién Contribucidn aproximada al recuento (ml-!)
Ubre de una vaca sana Hasta algunos miles

Ubre de una vaca con mastitis Hasta varios millones

Piel de la vaca - De cien hasta varios miles

Sala de ordefio (suelo, estiércol, polvo, aire) Varios miles

Alimentacion Varios miles

Equipo de ordefio De mil hasta varios millones
Agua de limpieza y aclarados Hasta varios miles

Buen ordefiador Muy poca

! Ejemplos aproximados.

Disponible en:
http://www.academicos.cualtos.udg.mx/DiplomadoCalidadLeche/doctos/26mar04/Microbiologia%20de%?201a%?20Leche.pdf
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ANEXO 17: Microorganismos que pueden estar presentes en la leche cruda.

Caracteristicas de algunos microorganismos y grupos de organismos que son importantes en 1a leche y productos lacteos.

Nombre Fuente Crecimiento Resistencia Patogenicidad Alteracidn
en leche cruda af calor
Bacillus anthracis Vaca enferma, suelo - Antrax No
Bacillus cereus Alimentacidn, estiéreol, ++ + Intoxicacidn Coagulacion
- suelo, polvo alimentaria dulce, «nata cortadar»
en la leche y nata
. pasterizadas-
Bacillus subuilis y Alimentacidn, estiércol ++ + Probablemente no Alteracion de 1a
B. stearothermophilus snelo, polve leche esterilizada
Brucella abortus Vaca enferma - ~ Contagioso: aborto No
(vaca) jfiebres de
malta? (humanos)
Campylebacter jejuni Estiétcol, agua - - Desdrdenes intestinales No
Clostridium botulinum Suelo, agua contaminada - Botulismo No
Closiridium peérfringens Suelo, extidreol, agna ) Desdrdenes intestinales No
contaminada (leches infantiles)
Clostridium tyrobutyricum  Suelo, ensilados, estiéreol - — + Neo «hinchazdn tardian
de los quesos
Coliformes "Heces, utensilies de ordefio, ++ - Mastitis, desérdenes  Alteracidn de la
agua contaminada intestinales leche y del queso
Corpnebacterium bovis Canal del pezén _ + - No No
Corynebacterium pyogenes  Interior de la ubre, moscas  + -(N Mastitis ICasi nnca
Coxiella bumeii Ganado enfermo, estiércol - - Fiebre ) (humanos) No .
Lactobacillus spp. Utensilios de ordefio, leche + - No Acidificacién de la
en ¢éintaras, sala de ordedo leche
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de ordefio

Nombre Fuente Crecimiento Resistencia Patogenicidad Alteracion
: en leche cruda al calor
Lactococeus lactis - Utenisilios de ordefio, + - No Leche acidificada
leche en cintaras,
sala de ordefio
Leptospira (hardjo) Ganado infectada, - Leptospirosis No
orina, agua contaminada,
aguas superficiales
Listeria monocytogenes Suelo alimentacidn, + - Meningitis No
estiércol o
Microbacteritm lacticum Utensilios de ordefio + + No Crece en productos
) ' ' pasterizados
Micrococcus spp. (1) Canal del pezén, piel, + - Probahlemente no Casi nunca
sala de ordefio
Micrococens spp. (2) Utensilios de ordefio + + No Crece en producios
: ’ _ pasterizados
Mohos - Polvo, superficies +- - Algunos producen Alteraciones en queso,
sucias, alimentacion toxinas mantequilla, leche
. condensada
Mycobacterium tuberculosis  Enfermedad de laVaca o - - Mastitis, tuberculosis ~ No
del ordefiador _
Mycobacierium Vaca - - - Débil No
paratuberculosis i
Psicrétrofos, por ej. Utensilios de ordefio, ++ - iOcasionalmente? . Hidrolizan las pro-
Pseudomonas leche refrigerada, teinas y la grasa de
agua contaminada 1a leche refrigerada
Salmonella, Shigelia Estiércal, agua + - Desérdenes intesti- No
contaminada nales, mastitis
Staphylococeus aureus Canal del pezdn, interior ~ ++ - Intoxicacién alimenta-  Casi nunca
de la ubre, piel, Tia, mastitis, dlceras
ordeiiador enfermo )
Staphylococcus epidermidis  Canal del pezon, piel, t+ - Probablemente no Casi nunca
- sala de ordefio .
Streptococcus agalactiae, Interior de la ubre, + -7 Mastitis Acidificacién
S. dysgalactiae, sala de ardefio
8. pyogenes, 8. uberis
Streptococcus thermophilus  Utensilios de ordeiio, leche  ++ + No Acidificacion
en céntaras, sala
de ordefio
Vibirio cholerae Agua contarminada, - -1 Célera No
ordefiador enfermo -
Virus Vaca, humanos, - * Muchos sf lo son, por  No
sala de ordefio ejemplo, los virus
de las enfermedades
de'los pies y
de la boca .
Levaduras Polvo, utensilios +— - No, Alteran el queso,

mantequilla,
leche condensada

! Un signo mis significa que el organismo correspondiente no es destruido, o no lo es por completo, en un tratamicato a 63°%C durante 30 min, que aproximadamente

corresponde a uno de 72°C durante 20 s. Pueden existir dife

Disponible en:
http://www.academicos.cualtos.udg.mx/DiplomadoCalidadLeche/doctos/26mar04/Microbiologia%20de%?201a%20Leche.pdf
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ia entre especies, ¢ incluso emre cepas.
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