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I. RESUMEN

La FDA ha reconocido a Listeria monocytogenes como un patdgeno emergente importante.
La listeriosis es transmitida por alimentos tales como los lacteos, generalmente deja

secuelas en las personas que la sobreviven (FDA, Bad Bug Book, 2012).

En Guatemala, Dubén en el afio 2014 reporta una prevalencia de L. monocytogenes del
31% en quesos artesanales, que se expenden en mercados municipales de la ciudad de

Guatemala.

El presente estudio se realizd con el objetivo de determinar la presencia de Listeria
monocytogenes en 225 muestras de productos lacteos artesanales (queso fresco, crema y
requeson), comercializados enlos 5 expendios mas importantes de la cabecera
departamental de Jutiapa, Guatemala, durante los meses de septiembre a noviembre de
2014. Para la determinacion de L. monocytogenes, se utiliz6 el método aprobado por la
FDA, descrito en el Manual de Analisis Bacteriolégico — BAM — por sus siglas en inglés
(Hitchins y Jinneman, 2011).

Durante la determinacion de L. monocytogenes, se establecio la frecuencia de crecimiento
caracteristico del género Listeria spp., en 50 muestras, lo cual representa un 22.2% del
total. Se realizd la identificacion de las colonias, por prueba API, que dio como resultado
un 64.0% para L. welshimeri, del cual el 30.6% se aisl6 de queso y un 12.0% se aislé de
requeson. El 36.0% para L. ivanovii, donde el 13.3% fue aislado de queso y un 10.6% de
requeson. No se aislo L. monocytogenes, en ninguna de las muestras de lacteos evaluadas.

Al realizar el analisis de resultados por expendio, se determiné que el expendio A presento
17.7% de L. welshmeri. Los expendios B y E se presentaron un mayor porcentaje (11.1%)

fue para L. ivanovii.

Se establece la ausencia de L. monocytogenes en productos lacteos artesanales (queso
fresco, crema y requeson) que se expenden en la cabecera departamental de Jutiapa,



Guatemala. Sin embargo, la evaluacion microbioldgica de los productos lacteos artesanales
analizados, permitié establecer que estos alimentos representan un riesgo potencial para la
poblacién consumidora, en cuanto a la transmision de Listeria spp. Por lo que se considera
necesario, realizar pruebas de rutina para la determinacion de L. monocytogenes en
productos lacteos artesanales, que se comercializan en los principales expendios de la

cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala.



1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion, pretende analizar la presencia de Listeria
monocytogenes en productos lacteos artesanales (queso fresco, crema y requesén) que se
expenden en la cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala. Para determinar el estado de
inocuidad de dichos productos y evaluar el procesamiento y manufactura en aquellos que
presenten la bacteria. Con ello establecer los puntos criticos de contaminacion en dichos
alimentos, con el proposito de educar y concientizar a los productores para prevenir futuras

enfermedades transmitidas por alimentos y evitar una posible epidemia.

Debido a que esta investigacion no pertenece a un proyecto macro, se pretende, dar una
pauta para el inicio un proyecto. Exhortar a futuros investigadores, a que retomen el tema.
A nivel nacional, en el que se evalten los diversos productores del sector lacteo. Para
enriquecer la informacion que existe sobre el tema en el pais. Ya que durante la
investigacion, se descubri¢ la falta de informacién, estadistica, epidemiolégica con respecto

a los productos lacteos contaminados por la bacteria Listeria monocytogenes.

En el 2008 se realizé una investigacion para determinar L. monocytogenes, la cual abarcd
las localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala y la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (Gonzalez A. ,
2008). En el afio 2014, se llevé a cabo una investigacion, en la cual se determiné la
presencia de L. monocytogenes en quesos frescos artesanales que se expenden en mercados
municipales de la Ciudad de Guatemala. Donde se evidenciaron un 31% de muestras

contaminadas por dicha bacteria (Dubdn Pérez, 2014).

La poblacién diana para este estudio, es el sector lacteo artesanal de Guatemala. Debido a
que existen diversos distribuidores en varios departamentos del pais; se selecciondé como
poblacién experimental, los distribuidores de la cabecera departamental de Jutiapa. Sobre
todo los que expenden productos artesanales, ya que dichos productos son los mas

propensos a estar contaminados.



I11. INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un bacilo corto, intracelular, que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. Este microorganismo es causante de la listeriosis. Siendo los
grupos con mas alto riesgo las personas con sistema inmunitario deficiente (mujeres
embarazadas, recién nacidos, ancianos, pacientes con VIH, etc.).

Esta bacteria resiste diversas condiciones ambientales, como pH bajo, altas concentraciones
de sal, sobre todo, tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas de refrigeracion (2-4 °C)
y a tratamientos insatisfactorios de pasteurizacion, por esta razon se considera una seria
amenaza a la seguridad de la industria alimentaria.

El queso elaborado artesanalmente es uno de los productos lacteos que ofrece condiciones
favorables para el crecimiento de Listeria, porque es elaborado a partir de leche cruda sin
pasteurizacion, inadecuadas practicas de manufactura, que sumados a la alta humedad y al
hecho de no estar sujetos a controles de almacenamiento, distribucion y expendio, se
convierten en un vehiculo potencial de transmisién para L. monocytogenes y otros
microorganismos patogenos.

En el 2008 se realizd una investigacion en leche cruda de vaca, la cual abarcéd las
localidades de San José Pinula, Antigua Guatemala y la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala (Gonzalez A. , 2008). En dicho
estudio se aislo Listeria spp. en el 12% de las muestras. Otra investigacion determind la
presencia de L. monocytogenes en un 31% de quesos frescos artesanales que se expenden
en mercados municipales de la Ciudad de Guatemala (Dubon Pérez, 2014).

Se considera que la presencia de esta bacteria en los productos lacteos podria, en algun
momento, representar un riesgo potencial para la salud. Esta investigacion tuvo como
objetivo determinar la presencia de L. monocytogenes en productos lacteos artesanales
(queso fresco, crema y requeson) que se expenden en la cabecera departamental de Jutiapa,
Guatemala.

Para ello se analizaron 225 muestras (75 muestras de cada producto), para lo que se utilizd

la metodologia propuesta por la Food and Drug Administration (FDA), con el proposito de



establecer si esto productos son una posible fuente del microorganismo y que su consumo

pueda poner en riesgo la salud de la poblacion susceptible.



IV. ANTECEDENTES

A. Productos lacteos
1. Generalidades

La leche es una emulsion de grasa, proteinas, hidratos de carbono y sales minerales en
agua, que produce una sensacién suave en la boca, con un especial sabor entre dulce y

salado.

A lo largo de los tiempos, el hombre aprendié a transformar la leche, tanto para
conservarla durante més tiempo como para variar sus formas de consumo. Asi, fueron
apareciendo los distintos productos lacteos: queso, crema, requesén, entre otros, que hoy
en dia componen uno de los mas importantes grupos de alimentos consumidos en la

dieta diaria del ser humano (Aranceta & Serra, 2005).

El queso es un alimento concentrado que contiene practicamente todos los nutrientes
esenciales presentes en la leche cruda. El queso se obtiene a partir de la coagulacion de
la leche y deshidratacion de la cuajada (Orgnizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), 2011).

Se denomina crema a la leche que contiene una cantidad de grasa mayor que la leche
entera. También contiene la fase acuosa de la leche y, con ella, sus nutrientes
hidrosolubles en iguales proporciones. Para lograrla, el proceso supone la separacion de
dos elementos claves de la leche: el suero y la grasa (Vasquez, De Cos, & LOpez-
Nomdedeu, 2005).

El requeson es un derivado lacteo, de sabor suave y delicado. En concreto, se obtiene
mediante la fermentacion del suero sobrante de la elaboracion de los quesos. Este suero

se fermenta gracias a la accién de los lactobacilos (Panisello Royo, 2007).
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2. Proceso de los productos lacteos artesanales

Cada producto se prepara de forma individual a partir de una receta que describe paso a
paso el proceso de elaboracién y, de este modo, permite lograr una textura y sabor

definidos.

Para la produccion de queso fresco de manera artesanal se lleva a cabo una serie de
pasos, iniciando con el calentamiento de la leche a fuego lento hasta que alcance una
temperatura de 55°C, para luego dejar enfriar hasta llegar a los 35°C. Luego se agrega el
cuajo (0.049) el cual contiene principalmente la enzima llamada rennina cuya funcion es
separar la caseina de su fase liquida, cuajo. El cuajo es disuelto en una cuchara sopera de
agua, se afiade también 1 cucharada de CaCl y una cucharada de acido citrico (jugo de
limon). Posterior a eso se deja reposar por una hora a temperatura de 25°C. El siguiente
paso corresponde a cortar el cuajo en pequefios cubos y se extrae el suero inclinando el
recipiente (se utiliza colador) y desechandolo. El cuajo se coloca en una bolsa de tela o
trozo de manta fina, para exprimir el suero. Finalmente se procede a amasar el producto
en una tabla o mesa limpia, agregando sal, finalmente se coloca en el recipiente
definitivo (Hernandez, Alfaro, & Arrieta, 2000).

Para la obtencion de crema se debe llevar a cabo el proceso de descremado. En el cual se
remueve parcialmente la grasa de la leche utilizando una descremadora eléctrica
pequefia, que gira a gran velocidad. Al pasar la leche por el interior hace que la crema
salga por un disco superior, recibiéndola en una olla de aluminio o de acero inoxidable;
el resto de la materia prima sale por un disco inferior. La crema recién obtenida es mas
fluida, de manera que al descender su temperatura (hasta 2°C aproximadamente) se va
solidificando. La manera correcta de conservarla es en refrigeracién por un tiempo hasta
de 15 dias, dependiendo del cuidado en el manejo que se tenga con ella (Valencia,
2001).

Para realizar el requesdn se debe recolectar el suero obtenido de la elaboracion de queso
fresco y se lleva a 90°C y luego se baja la temperatura agregando leche, suero frio o
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agua potable. Después se afiade vinagre o acido acético (7.50 mL por 10 L de suero).
Cuando el requeson se encuentra en la superficie se debe calentar por un minuto y dejar
reposar. En este punto, el suero debe tener un color verde transparente. Se retira la olla
del fuego y se deja enfriar completamente. Posteriormente se recoge el requeson, con un
colador fino 0 manta, y se deja desuerar hasta obtener la consistencia adecuada. Se
agrega sal al gusto o bien azucar o miel al gusto. Finalmente se coloca en un recipiente

para su refrigeracion a 4°C (Pardo & Almanza, 2005).

. Tratamiento de los productos lacteos artesanales

Los productos lacteos artesanales tales como el queso, crema y requeson carecen de
tratamientos térmicos o de esterilizacion. Debido a que su procesamiento requiere que la
materia prima, la leche, se encuentre con sus propiedades naturales para no variar las
caracteristicas organolépticas de los lacteos. En algunos casos Unicamente se eleva la
temperatura de la leche a 70-75°C durante 15 segundos e inmediatamente se coloca en

hielo para provocar un shock térmico.

Por esta razdn, es importante realizar buenas practicas de manufactura e higiene, durante
la elaboracién de éstos productos para garantizar la mejor calidad del producto al

consumidor.

. Microbiota normal de los productos lacteos artesanales

Las bacterias no patdgenas mas abundantes que forman parte de la microbiota normal de
la leche cruda, son las bacterias &cido lacticas que pertenecen a la familia
Lactobacillaceae — Streptococcaceae. Algunos miembros de la familia Streptococcaceae
producen enfermedades en humanos (por ejemplo, Streptococcus pneumoniae Yy
Streptococcus pyogenes). 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
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especies del género Lactobacillus como es el caso de Lactobacillus casei, L.
acidophilus, L. plantarum y L. brevis.

Estas bacterias no producen enfermedad en los humanos, pero deterioran el producto,
fermentando los carbohidratos de la leche, disminuyendo su pH, dando como
consecuencia la precipitacion de la caseina, lo 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, Pseudomonas, Staphylococcus y Bacillus
(Hernandez, Alfaro, & Arrieta, 2000).

. Fuentes de contaminacion de los productos lacteos artesanales

Debido a su compleja composicién bioquimica y por su alto contenido de agua, la leche
es un buen sustrato para los microorganismos saprofitos y para los patégenos.

El recuento total de bacterias presentes en el producto final, refleja las condiciones
sanitarias bajo las cuales la leche ha sido procesada; y permite determinar el periodo de
preservacion de ésta o de sus derivados. Las principales fuentes de contaminacion en la
leche cruda por presencia de microorganismos estan constituidas por superficies tales

como las ubres del animal y los utensilios.

La contaminacién de la leche puede ocurrir una vez que esta ha sido extraida de la
glandula mamaria del animal. Los utensilios, tanques de almacenamiento, transporte e
incluso el personal que manipula la leche, son fuentes de contaminacién; debido a la
falta de BPM, acarreando consigo microorganismos, siendo en algunos casos mas
abundantes, por lo que son los causantes de grandes pérdidas en cuanto a la calidad del
producto (Gonzélez A. , 2008).

. Control de contaminacion de los productos lacteos artesanales

La leche es un producto muy sensible a la degradacion, producida por agentes
microbioldgicos, que afectan su calidad y aprovechamiento nutricional. Asi mismo, las
enfermedades que afectan al ganado, pueden influir directamente en su calidad e

inocuidad, lo cual representa un peligro potencial para la salud publica, sino se aplican
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practicas de higiene durante las diferentes etapas: ordefio, transporte y procesamiento
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
2011).

La higiene personal y las normas de manipulacién sanitaria, asi como la limpieza y
desinfeccion del area de trabajo, son factores clave para la obtencion de productos
lacteos de calidad. Estas acciones previenen que se contamine el producto, al reducir o
eliminar los riesgos. De esa manera se garantiza que los productos sean seguros y no

representen una amenaza para la salud de las personas que los consumen.

Las BPM son una herramienta basica para obtener productos seguros para el consumo
humano, ya que se basan en la higiene y la forma de manipulacion de los alimentos por
parte de las personas; son Utiles para el desarrollo de procesos de elaboraciéon de

productos lacteos.

Debido a la importancia econdmica que representa la elaboracion de productos lacteos
artesanales, en los pequefios productores, es necesario que se cuente con manuales
técnicos de facil manejo sobre “Buenas practicas de ordefio”, “Buenas practicas de
manufactura en la elaboracion de productos lacteos” y “Procesos para la elaboracion de

productos lacteos”.

Estos documentos fueron creados por la FAO, como contribucion técnica del proyecto
GCP/GUA/012/SPA, fase Il en Guatemala. Y son la base para la aplicacion de un
sistema que garantice la calidad e inocuidad de los productos lacteos artesanales, desde

la produccion primaria hasta su consumo final (FAO, 2011).

. Enfermedades transmitidas por los productos lacteos artesanales

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001), las enfermedades transmitidas
por alimentos (para esta investigacion productos lacteos), se definen como “El conjunto
de sintomas originados por la ingestion de agua y/o alimentos que contengan agentes
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bioldgicos (bacterias o parasitos) o no bioldgicos (plaguicidas o metales pesados) en
cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o crénica, a nivel

individual o de grupo de personas”.

Las enfermedades que se transmiten al ser humano a través del consumo de leche no
pasteurizada son numerosas Yy pueden ser de origen bacteriano, virales y las provocadas
por rickettsias. Existen dos categorias para agrupar a las enfermedades transmitidas por
los productos lacteos:

a. Las infecciones, que son el resultado de ingerir alimentos que contienen
microorganismos patdgenos que luego se multiplican en el organismo. Las hay de dos
tipos:

I. Infecciones donde los microorganismos atacan directamente el intestino u otros
6rganos, causando sintomas tales como nauseas, vomitos, diarrea y fiebre. En este
caso, hay un lapso de algunos dias entre la ingesta y la aparicion de los sintomas,
debido al tiempo de incubacion de los microorganismos. Ejemplos de este tipo de
infecciones son las causadas por las bacterias Salmonella, Campylobacter y
Listeria monocytogenes.

ii. Infecciones donde los sintomas, como la diarrea, son causados por toxinas
producidas por los microorganismos a medida que se multiplican en el intestino.
Aqui, el tiempo de aparicion de los sintomas puede variar desde algunas horas
hasta dias luego de haber ingerido el producto lacteo, como crema o queso. Un

ejemplo es la enfermedad causada por las cepas patogenas de Escherichia coli.

b. Las intoxicaciones, que resultan de ingerir alimentos que contienen toxinas
producidas por microorganismos, pero que no necesitan multiplicarse en el
organismo para causar la enfermedad. Los sintomas aparecen a las pocas horas de
haber ingerido un producto lacteo. Un ejemplo intoxicacién por leche contaminada
con Bacillus cereus (Food and Drug Administration - FDA-, 2012).
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8. El sector lacteo en Guatemala

En un estudio realizado por el INCAP, se estableci6é que el 65% de la produccion total
anual de leche, una parte fue comercializada en forma de leche fluida cruda y la otra fue
procesada por pequefias empresas artesanales. Sin embargo, existe muy poca

informacidn sobre este sector en el pais.

A raiz de esta falta de informacion, la Asociacion Red de Desarrollo Agroindustrial
Rural -REDAR- Guatemala, emprendi6 la realizacion de un diagndéstico del sector de
productos lacteos de pequefia escala en las areas rurales de Guatemala. Esta
investigacion se hizo de forma coordinada con la Direccion General de Servicios
Pecuarios (DIGESEPE), dependencia del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Alimentacion (MAGA), en particular para la realizacién de la encuesta nacional del

sector.

Segun la encuesta realizada por REDAR con el apoyo de DIGESEPE, para la mayoria
(casi 70%) de productores, la tecnologia utilizada para el control de calidad es muy
empirica: no aplican ningun proceso de pasteurizacion y su control de calidad se basa en
las caracteristicas sensoriales (sabor, olor y color) de la leche. Ademas, las posibilidades
de expansion de los pequefios productores artesanales de queso (definidos por una
produccién menor de 300 litros diarios de leche) son limitada por la falta de acceso a

mejoras tecnoldgicas y, en menor grado, por la falta de financiamiento.

Durante el estudio realizado por el INCAP, se determiné que los productores artesanales
de queso del interior del pais, que en su mayoria pertenecen al sector informal de la
economia, procesan en conjunto un total de 20,155 litros de leche por dia, obteniendo

una produccion de 2,015 kilogramos de queso fresco y 1,521 litros de crema.

Dichos productores emplean un promedio de 4 personas cada uno que no han recibido
capacitacion formal alguna; comercializan el producto principalmente en la ciudad de

Guatemala (50 % de la produccion) donde obtienen el mejor precio (9.73 Q/lb de
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queso). EI menor precio es recibido en mercados no capitalinos y cuando la venta se
realiza a intermediarios (Q5.68 por Ib). Solamente el 11.5% de los productores obtiene

la leche de la crianza de su propio ganado (De Leon, Tartanac, & Sanchez, s.f.).
. Género Listeria, especie Listeria monocytogenes

1. Caracteristicas morfologicas, bioquimicas y serologicas

Listeria monocytogenes es una bacteria en forma de baston, bacilo. Es una bacteria
facultativa Gram positivo, no formadores de esporas que pueden causar una amplia
variedad de enfermedades transmitidas por alimentos (Food and Drug Administration -
FDA-, 2012).

Pueden medir de 0.4 a2 0.5 x 0.2 a 2 pum, son no ramificados y anaerobios facultativos.
Cuando crecen a temperaturas ambiente entre 20 - 25°C, presentan de uno a cinco
flagelos peritricos, que les confieren una movilidad caracteristica en forma de sombrilla
en medio SIM, los cuales pierden movilidad a 37°C (Madigan, Martinko, y Parker,
2004).

De las otras cinco especies del género Listeria—L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, L.
grayi, L. denitrificans; solo L. ivanovii se considera patdgena, y principalmente en

rumiantes, en lugar de en los seres humanos (FDA, 2012).

Bioguimicamente, todas la especies del género Listeria son catalasa positivo, oxidasa
negativo, VVoges-Proskauer y rojo de metilo positivo, hidrolizan la esculina y el hipurato
pero no la urea ni la gelatina, no producen indol ni &cido sulfhidrico y producen acido a
partir de (fermentan) glucosa y otros azUcares como ramnosa, salicina y trealosa. No
fermenta la arabinosa, galactosa, xilosa, manitol, dulcitol, insulina ni inositol. La
fermentacion de la maltosa y de la lactosa es variable y lenta. (Anexos 1y 2). En cultivo
esta bacteria desprende olor acido penetrante y desagradable (Murray, Rosenthal, y
Pfauer, 2007).
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2. Habitat y condiciones ambientales de crecimiento

L. monocytogenes es resistente por diversos factores; es tolerante a la sal y no sélo
puede sobrevivir en temperaturas por debajo de 1° C, sino también crecer en estas
condiciones; a diferencia de muchos otros agentes patdgenos. También es notable por su
persistencia en entornos de fabricacion de alimentos. La bacteria es ubicua en el medio
ambiente y se puede encontrar en ambientes humedos, el suelo y la vegetacion en
descomposicion. Fuentes de contaminacion potenciales incluyen trabajadores de la
alimentacion, el aire entrante, materias primas, y los entornos de procesamiento de
alimentos. Entre ellos, la contaminacion post-procesamiento, en superficies en contacto
con alimentos representa la mayor amenaza a la contaminacion del producto (FDA,
2012).

3. Determinantes de patogenicidad

La patogenicidad de L. monocytogenes es Unica, ya que es un patdgeno facultativo
intracelular. Una vez que la bacteria entra en los monocitos, macréfagos o leucocitos
polimorfonucleares del huésped, se puede reproducir, y es transmitida por la sangre. Las
proteinas de superficie de L. monocytogenes le permiten sobrevivir en células fagociticas
y mejorar su propagacion de célula a célula (FDA, Bad Bug Book, 2012).

La entrada en los macrofagos después haber atravesado las células que recubren el
intestino conduce a las bacterias hasta el higado y el bazo, lo que produce la
diseminacion de la enfermedad (Koneman, Allen, Janda, Schreckenberger, & Winn,
2004).

La inmunidad humoral es relativamente poco importante en el desarrollo de las
infecciones por L. monocytogenes. Estas bacterias se pueden replicar en los macrofagos
y moverse en el interior de las células, evitando asi la eliminacion mediada por
anticuerpos. Por este motivo, los pacientes con deficiencias de la inmunidad celular,
pero no de la humoral, son especialmente susceptibles a las infecciones graves (Murray
et al., 2007).
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4. Manifestaciones clinicas

L. monocytogenes causa dos formas de la enfermedad en los seres humanos:
1. Enfermedad gastrointestinal no invasiva, que generalmente se resuelve en
personas por lo demas sanas.
2. La forma mucho mas grave, la enfermedad invasiva, puede causar septicemia y

meningitis.

Las manifestaciones de la infeccion por L. monocytogenes tienden a ser anfitrion-
dependiente. En las personas con el sistema inmune intacto, puede causar gastroenteritis
febril aguda, la forma menos severa de la enfermedad. En las poblaciones vulnerables,
sin embargo, la forma mas severa de la enfermedad puede resultar en la sepsis y se
extendié al sistema nervioso, causando potencialmente meningitis. En las personas de

edad avanzada e inmunodeprimidos que desarrollan la forma severa.

Las mujeres embarazadas, que estan desproporcionadamente infectadas con L.
monocytogenes, pueden experimentar sintomas leves similares a la gripe. Puede
provocar abortos o muerte fetal, y los nacidos vivos pueden tener bacteriemia y
meningitis (FDA, Bad Bug Book, 2012).

5. Asociacioén de Listeria con productos lacteos

Muchos alimentos se han asociado con L. monocytogenes. Los mas comunes incluyen la
leche cruda, leche pasteurizada inadecuadamente, leche con chocolate, quesos (en
especial quesos blandos), helados, verduras crudas, carnes crudas (todos los tipos),
pescado crudo y otros mariscos. L. monocytogeneses una de las patdgenas mas
importantes de origen alimentario, dado que resiste diversas condiciones ambientales,
como pH bajo, altas concentraciones de sal y, sobre todo, tiene la capacidad de
sobrevivir a temperaturas de refrigeracion (2 — 4°C) y tratamientos insatisfactorios de
pasteurizacién, logrando que se constituya en una seria amenaza a la seguridad de la
industria alimentaria (FDA, Bad Bug Book, 2012).

Debido a que los productos artesanales, como el queso y crema, no son sometidos a un
proceso de pasteurizacion; estos productos presentan condiciones adecuadas, para el
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crecimiento de microorganismos, en cuanto a concentraciones de sal y pH, y son

almacenados en refrigeracion; por lo que son mas propensos a contaminacion.

Segun estudios realizados anteriormente, las fuentes mas importantes de contaminacion
de los productos lacteos, 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). Cabe mencionar que 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.
(Schobitz, Marin, Horzella, & Carrasco, 2001).

6. Métodos de andlisis de L. monocytogenes

Las metodologias de andlisis de alimentos para los propositos de la identificacion de L.
monocytogenes son complejas y requiere mucho tiempo. EI método de la FDA, revisada
en enero de 2003, utiliza un solo caldo de enriquecimiento, tamponada caldo de
enriguecimiento de Listeria, y requiere de 24 a 48 horas de enriquecimiento, seguido por
una serie de agares y, por ultimo, la confirmacion bioquimica. Tiempo total a la
identificacion es de 5 a 7 dias. Muchos otros caldos de enriquecimiento, tales como
UVM caldo y el caldo Fraser, también se incluyen en varios protocolos. Agares gue han
sido evaluados ampliamente incluyen agar Oxford, PALCAM, LPM mas esculina y
hierro férrico y MOX (Anexos 1 — 3) (FAD, Bad Bug Book, 2012).

Se han utilizado nuevas técnicas de biologia molecular para desarrollar diversos kits de
deteccidn rapida para L. monocytogenes. Estos kits se basan generalmente en ELISA,
PCR, y la identificacion basada en sondeos (FDA, Bad Bug Book, 2012).

El API (Analytical Profile Index) o indice Analitico de Perfil, es un método rapido que

permite la identificacion de microorganismos, a través de la realizacion de diferentes
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pruebas bioquimicas; especificas para el microorganismo que se desea identificar
(Anexos 4 — 6) (Ministerio de Salud Publica, Gobierno de Chile, 2009).

7. Epidemiologia

La L. monocytogenes es de incidencia esporadica y su distribucion es mundial. Se ha
recuperado tras epidemias, principalmente transmitidas por productos de origen lacteo.
Y ha sido considerada como uno de los siete patdgenos principales que se encuentran
involucrados en las enfermedades transmitidas por alimentos -ETA’s- (Michanie,
2004).

Gran parte de las infecciones producidas por Listeria monocytogenes tienen como
consecuencia la muerte, siendo significativamente mayor que la tasa de mortalidad de
otras enfermedades transmitidas por alimentos. Sin embargo, la mortalidad varia en
forma considerable con los diferentes sindromes clinicos. Teniendo mayor riesgo de
padecer esta enfermedad, los jovenes, ancianos y mujeres gestantes, asi como los

pacientes con defectos de la inmunidad celular (Koneman et al., 2004).

La mayoria de las personas sanas probablemente no muestran ningun sintoma. Las
complicaciones son las expresiones clinicas habituales de la enfermedad. Cuando se
produce la meningitis, la mortalidad global puede llegar hasta un 70%; cuando es
septicemia es el 50%, al ser infecciones perinatales o neonatales es mayor que 80%. En
las infecciones durante el embarazo, la madre generalmente sobrevive (Espinoza, De La

Torre, Salinas y Sanchez, 2004).

Debido a que estos microorganismos son ubicuos, es probable que la exposicion y la
colonizacién transitoria ocurran en la mayoria de individuos. No obstante, muchas
infecciones de carécter leve no se registran. Sin embargo, se han documentado algunos
brotes extensos asociados al consumo de productos de origen lacteo contaminados
(Murray et al., 2007).
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La tasa de mortalidad de las infecciones sintomaticas por Listeria (20-30%) es mas alta

que la de casi todas las restantes toxoinfecciones alimentarias (Murray et al., 2007).

En 1997, se llevaron a cabo dos investigaciones en la ciudad de Guatemala. En una se
determind la presencia de L. monocytogenes en el 3 % de 100 muestras de camaro6n de
exportacion y consumo local procesadas (Galvez & Mauricio, 1997). Mientras que en
otra investigacion se determind una prevalencia del 5.49% en 91 muestras de quesos
(subtipos cacciocavallo, fresco, ricota y de capas) de produccién comercial (Chenal
Pérez, 1997).

En la Facultada de Ciencias Quimicas y Farmacia En el afio 2008, se llev6 a cabo un
estudio de determinacion de L. monocytogenes en leche de vaca no pasteurizada. Este
evidenci6 un 12% de muestras positivas para Listeria spp., de las muestras positivas, se
identificaron dos especies, L. innocua y L. welshimeri (Gonzalez A., 2008).

En el afio 2014 se realizd un estudio, en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, en el cual se determind la presencia de L. monocytogenes en quesos frescos
artesanales. De 42 muestras analizadas, el 31% fueron positivas para L. monocyogenes
(Dubon Pérez, 2014).

8. Prevencion clinica

Segun la CDC, las directrices generales para la prevencion de la listeriosis, son similares
a aquellas para la prevencion de otras enfermedades transmitidas por otros alimentos,
por ejemplo la salmonelosis. Ademas, existen recomendaciones especificas para las

personas con alto riesgo de contraer listeriosis.

En la mayoria de los casos, la prevencion depende de la seguridad alimentaria. Las
personas con alto riesgo de contraer listeriosis deben cocinar cuidadosamente los
alimentos provenientes de fuentes animales, lavar bien las verduras crudas, y evitar el
consumo de productos lacteos sin pasteurizar. Después del contacto con los alimentos

crudos, se deben lavar todos los utensilios de cocina y las manos. Se debe mantener la
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carne cruda separada de las verduras, los alimentos cocinados y los alimentos listos para

comer.

Se han publicado guias para prevenir la contaminacién por Listeria en las plantas
procesadoras de leche y otros establecimientos. Estas guias se basan en la pasteurizacion
y en la prevencion de la contaminacion cruzada entre los productos procesados que
abandonan la planta y las materias primas que ingresan a la misma (Abehsera, Eguiluz,
Barber , & Baena, 2007).
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V. JUSTIFICACION

La FDA ha reconocido a Listeria monocytogenes como un patégeno importante que se
encuentra asociado a enfermedades transmitidas por alimentos tales como los lacteos,
carnes y pescado, debido a que puede causar graves dafios a la salud de nifios, ancianos y
mujeres embarazadas (FDA, Bad Bug Book, 2012).

Estudios realizados en otros paises han reportado una prevalencia de L. monocytogenes en

leche sin pasteurizar, hasta un 12% (Schobitz, et.al., 2001).

En Guatemala, Dubén en el afio 2014 reporta una prevalencia de L. monocytogenes del
31% en quesos artesanales, que se expenden en mercados municipales de la ciudad de
Guatemala. En otro estudio tanto en leche sin pasteurizar como en productos lacteos
preparados artesanalmente, se reportan muestras positivas para Listeria sp., aunque no

fueron confirmadas como L. monocytogenes (Gonzalez A., 2008).

Guatemala como el resto de los paises en vias de desarrollo, es un pais mayoritariamente
rural. En donde la elaboracion de los productos lacteos se realiza de forma artesanal, para
ello se utiliza, con ese proposito, leche sin pasteurizar. Se considera que el 32.5% de la
produccidn lactea del pais es aportada por la cabecera departamental de Jutiapa (Quiros,
2004) y que no se cuenta con informacion que registre la presencia o ausencia de dicha
bacteria en sus productos lacteos. Se elabor6 el presente trabajo con la principal finalidad
de aportar datos, sobre la prevalencia de L. monocytogenes en productos lacteos artesanales

que se expenden en diferentes puntos de distribucion de dicha ciudad.

Se dejan a disposicion los resultados obtenidos para que puedan ser utilizados como punto
de partida para futuras investigaciones, en los centros de acopio de leche, y para el
planteamiento de posibles soluciones, si se confirma el problema. A fin de promover una
oferta constante de leche y productos lacteos de calidad, que satisfaga las demandas del

mercado.
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VI. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Determinar la presencia de Listeria monocytogenes en productos lacteos artesanales (queso
fresco, crema y requeson) que se expenden en la cabecera departamental de Jutiapa,

Guatemala.

B. Objetivos Especificos

1. Determinar L. monocytogenes en muestras de productos lacteos artesanales.

2. Establecer la prevalencia de L. monocytogenes en las muestras de los productos a

analizar.
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VII. HIPOTESIS

Debido a que la investigacion a efectuarse es de caracter descriptivo, no es necesario

formular hipotesis.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestra

1.

Universo o poblacién: centros de acopio que expenden productos lacteos artesanales
(queso fresco, crema y requeson) en la cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala.

. Muestra: constituida por 75 muestras de cada producto lacteo a evaluarse, dando un

total de 225 muestras; las cuales se compraran en los expendios de mayor distribucién
en la cabecera departamental de Jutiapa; basandose en los resultados una encuesta
realizada a la poblacion, de la localidad.

. Recursos

. Recursos humanos

a. Asesor de Tesis: Licenciado Martin Gil
b. Seminaristas: Br. Andrea Carolina De Leon De Ledn, Br. Laura Maria Campos
Samayoa, Br. Diego Antonio Diaz Reyes.

. Recursos institucionales

a. Laboratorio Fisicoquimico y Microbioldgico, LAFYM, del Laboratorio Clinico
Popular, LABOCLIP. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de
San Carlos de Guatemala.

. Material y equipo

. Equipo

e Cabina de bioseguridad, nivel 1l

e Autoclave

e Estufa

e Mechero

e Incubadoras a 30°C, 35°C y 37°C

e Balanza con capacidad méaxima de 1,200 gramos



Bafo de Maria

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

Termometros

Microscopio

Estereoscopio

Reloj o cronémetro

Cémara de Québec

2. Material

Gradillas de metal

Espéatulas

Tips 0 puntas azules para pipeta estériles

Tips o puntas amarillas para pipeta estériles
Aceite de inmersion

Asas bacteriologicas: en argolla y en punta
Bolsas plasticas estériles de 200 mL de capacidad
Pichel de pléastico o acero inoxidable estéril (de preferencia graduado)
Cinta testigo

Marcadores indelebles

Guantes desechables

Mascarillas desechables

Papel kraft

Masking tape

Fosforos

Hielo

Hielera grande

27



3. Cristaleria

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

Erlenmeyer de 500 mL

Erlenmeyer de 1,000 mL

Probetas

Pipetas estériles de 1 mL

Pipetas estériles de 10 mL

Pipetas Pasteur estériles

Laminas portaobjetos

4. Reactivos

Peroxido de hidrogeno al 3 %

Reactivos para la determinacion de nitritos
Zinc en polvo

Manitol

Xilosa

Ramnosa

Etanol al 95 %

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

5. Medios de cultivo

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

Peptona

Agar sangre de carnero al 5 %

Extracto de Levadura

Agar Oxford base

Suplementos para agar Oxford

28
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e Caldo base purpura para fermentacion de carbohidratos
e Caldo para reduccion de nitratos
e Medio SIM

6. Cepas control
e Cepa ATCC 19115 (American Type Culture Collection) de L. monocytogenes
e Cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus
e Cepa ATCC 6939 de Rhodococcus equi.

D. Metodologia

1. Ubicacién de expendios
a. Se visitd la cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala. Se realizd una encuesta
para ubicar a expendios de mayor distribucion, en la cabecera departamental de
Jutiapa, Guatemala (Anexo 7).
b. Se solicitd la debida autorizacion a los encargados o duefios de los expendios

seleccionados, para llevar a cabo el muestreo de la investigacion.

2. Procedimientos

Debido a que la bacteria es altamente patdgena, todos los analisis se realizaron bajo las
mas estrictas normas de bioseguridad, todos los procedimientos se realizaran dentro de
una cabina de bioseguridad nivel Il y por ningln motivo tuvo 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 (Hitchins & Jinneman, 2011).

Se realiz6 el analisis de las muestras, segun la metodologia para la determinacién de L.
monocytogenes, estandarizada por Gonzélez Juarez de Conde en su Informe de Tesis
(2008), cuyas bases estan descritas en el Manual de Analisis Microbiolégico de la FDA

— BAM — por sus siglas en inglés (Hitchins & Jinneman, 2011).
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a. Caracteristicas fisicas de los productos lacteos

Se observaron y anotaron las caracteristicas fisicas del queso, crema y requeson,
previo a su procesamiento. Estas caracteristicas incluyeron: pH (clasificar el
producto como é&cido, neutro o alcalino), consistencia (sélido, semisélido o

liquido, en el caso de la crema) y color.

b. Control de calidad de medio de cultivo

Control positivo: Se inoculd una asada de la cepa ATCC 19115 de L.
monocytogenes en una caja de agar Oxford. Se estrié por agotamiento e incubd a
35°C por 24-48 horas. Se realizé por duplicado.

Control negativo: en otra caja con agar Oxford, se estri6 por agotamiento un
inoculo con la cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus. Se incub6 a 35°C
por 24-48 horas. Se realiz6 por duplicado.

Control de esterilidad: Se incubd una tercera caja con agar Oxford a 35°C por
24-48 horas, sin inocular. Se realizé por duplicado.

Se observd crecimiento, ausencia y esterilidad en las cajas de control positivo,
negativo y de esterilidad, respectivamente.

Posteriormente se continudé la marcha para el aislamiento e identificacion de
Listeria (Anexo 3) a partir de las colonias negras presentes en las cajas de control

positivo.

c. Enriquecimiento

Se pesaron 25¢ o se midieron 25mL de alimento con una pipeta y se agregd a un
Erlenmeyer con 225mL de Caldo Listeria (1:10).
Se homogenizo hasta obtener una mezcla homogénea.

Se incub6 por 24-48 horas a 30°C.
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d. Aislamiento

e.

Se tomd una asada (con asa en argolla) de caldo Listeria (LEB) y se inoculé en dos
cajas de agar Oxford. Se esparcié el indculo con el asa rayando por agotamiento
para aislar las colonias.

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

Se buscaron colonias negras o con halo negro en las cajas con agar Oxford y se
transfirieron 5 colonias tipicas a agar tripticasa soya con 0.6% de extracto de
levadura (TSAYE).

Se estrid para aislar las colonias. Se incubaron por 24-48 horas a 30°C.

Identificacion

A partir de los cultivos TSAYE, se realizaron las siguientes pruebas:

Gram: en cultivos de 24 horas se buscaron bacilos cortos Gram positivo.

Catalasa: se busco produccién de burbujas (catalasa positivo).

Movilidad: se inoculé en medio SIM y se incubd a temperatura ambiente por 7
dias.

Se busco la presencia de crecimiento en “sombrilla” en tubos de medio MIO,
inoculados con las colonias caracteristicas.

Beta hemdlisis: L. monocytogenes y L. seeligeri presentan una zona clara; L.
inoocua no presenta hemolisis y L. ivanovii presenta una zona clara bien definida
en agar sangre de carnero al 5%.

Reduccion de nitratos: solamente L. murrayi da una reaccion positiva en caldo
nitratado.

Fermentacion de carbohidratos: se inocularon tubos ramnosa, xilosa y manitol. Se
incubaron por 7 dias a 35°C y observar las reacciones (Anexo 2).

Prueba de Cristie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP): en agar sangre de carnero se
estrid separada, pero perpendicularmente y en forma vertical una asada de
Staphylococcus aureus ATCC 49444 ¢ 25923 y una asada de Rhodococcus equi
ATCC 6939. Entre las dos lineas se estri6 horizontalmente las colonias
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sospechosas, sin llegar a tocar las lineas verticales. Se examiné la presencia de
hemolisis después de incubar 24-48 horas a 35°C (Anexo 2).

e Las colonias negras en agar Oxford se confirman como L. monocytogenes si son
beta hemoliticas, positivas al CAMP con S. aureus, negativas al CAMP con R.
equi, dan movilidad en forma de sombrilla en medio SIM, dan una reaccién
positiva con la ramnosa y negativa con manitol y xilosa y son nitratos negativo
(Hitchins & Jinneman, 2011).

f. Confirmacién
e Para confirmar los resultados encontrados en las pruebas bioquimicas
convencionales, se utilizd el sistema de identificacion comercial API Listeria

(bioMérieux, Francia).

g. Comparaciones y factores de riesgo
e A partir de los resultados obtenidos y las observaciones de las caracteristicas
fisicas de los productos lacteos, se establecio la comparacion entre las
caracteristicas de cada producto y la presencia o ausencia de L. monocytogenes.
e Se evaluo si estas caracteristicas son un factor de riesgo, a partir del analisis de las
gréaficas y la frecuencia de presencia/ausencia de L. monocytogenes.
[ ]
3. Disefio de investigacién
a. Tipo de muestreo: la muestra se obtuvo de manera no aleatoria, por conveniencia. Se
considerd para el estudio un total de 225 muestras, de las cuales 75 fueron de queso
fresco, 75 de crema y 75 de requeson, provenientes de los 5 expendios de mayor
distribucion en la cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala. Se realizaron 3
muestreos durante 3 meses en los cuales se tomaron 5 muestras de cada producto
(queso fresco, crema y requeson) por expendio, para ser un total de 15 muestras de
cada producto lacteo por cada expendio. Cada muestra se trabajé por duplicado para

garantizar la calidad en los resultados y aquellas muestras que presentaron
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crecimiento del género Listeria, se confirmaron con la prueba rapida comercial API
Listeria.
. Unidad de observacién: centros de acopio o expendios de productos lacteos
artesanales.
. Unidad de anélisis: queso fresco, crema y requeson artesanales (con un peso 0
volumen minimos de 100g o 100mL por muestra, respectivamente).
. Criterio de inclusion/exclusion: para la identificacion de las colonias, se aislaron
Unicamente, aquellas que presentaron las caracteristicas especificas del género
Listeria:

a. Colonias pequefias, con halo negro en agar Oxford.

b. Bacilos cortos en empalizada, Gram positivo.
. Tipo de estudio: Descriptivo. Se realizo el analisis microbioldgico (enriquecimiento,
aislamiento, identificacién y confirmacién de L. monocytogenes) de las muestras de
productos lacteos artesanales. Se observaron las caracteristicas de las colonias que
crecieron en agar Oxford.
. Variable de interés: presencia de L. monocytogenes en la muestras de productos
lacteos artesanales recolectados.
. Interpretacion de resultados: los resultados obtenidos se interpretaron por medio de
tablas y graficas, comparaciones y reporte de la frecuencia presencia/ausencia de L.
monocytogenes, por procedencia (expendio) y producto (queso fresco, crema,

requeson) (Hitchins & Jinneman, 2011).
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IX. RESULTADOS

En la cabecera departamental de Jutiapa existen 21 expendios registrados, de los cuales se
seleccionaron los 5 mas populares por medio de una encuesta realizada a la poblacion
(Anexo 7).

Durante el estudio se observé que ninguno de los expendios muestreados produce sus
propios lacteos. Ademas, dichos expendios poseen distintos proveedores para los
diferentes productos, con excepcidn del expendio D que si posee un unico proveedor.

Por falta de colaboracion de los expendios y proveedores, no se logro determinar el origen

de la materia prima (leche) de los derivados lacteos que comercian.

En la Tabla 1 se observan las caracteristicas fisicas, de las muestras de estudio: color
(blanco/amarillento), consistencia (solida, liquida y semisélida) y el pH (&cido/basico). Con
respecto del color que predomina en la muestras, 165 eran color blanco (73.3%) siendo el
resto de color amarillento, el cual se observé en las muestras de crema. La consistencia es

caracteristica de cada producto; el 100.0% de las muestras presento pH = &cido.

Tabla 1. Frecuencia de caracteristicas fisicas de las muestras.

] Muestra
Caracteristicas _
Queso Crema Requeson Total
Color
Blanco 75 15 75 165
Amarillento 0 60 0 60
Total 225

Consistencia

Sélida 74 0 0 74
Liquida 0 75 0 75
Semisolida 1 0 75 76

Total 225
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pH
Acido 75 75 75 225
Alcalino 0 0 0 0
Neutro 0 0 0 0
Total 225

Fuente: datos experimentales

En la Tabla 2 se observa el crecimiento de unidades formadoras de colonias (UFC) segin
la consistencia de la muestra, el 62.0% de las muestras que presentaron crecimiento eran de
consistencia sélida, 38.0% en muestras semisolidas, mientras que las muestras de

consistencia liquida no presentaron ningun tipo de crecimiento.

Tabla 2. Relacidn del crecimiento de UFC segun la consistencia de la muestra.

Cantidad de muestras con

Consistencia crecimiento Porcentaje (%)
Solida 31 62.0
Semisdlida 19 38.0
Liquida 0 00.0
Total 50 100.0

Fuente: datos experimentales

En la Tabla 3 se observa la identificacion, por medio de prueba API, de las colonias
caracteristicas de Listeria spp. El 64.0% de las muestras con crecimiento, se identifico

como L. welshimeri y el 36.0% como L. ivanovii.

Tabla 3. Identificacion de colonias presuntivas para Listeria spp.

Identificacion Frecuencia Porcentaje (%)
L. ivanovii 18 36.0
L. welshimeri 32 64.0
Total 50 100.0

Fuente: datos experimentales confirmados por medio de la prueba API
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La Tabla 4 presenta la frecuencia de las especies de Listeria que fueron identificadas. Se
observa que L. welshmeri se presentd en un mayor porcentaje en el expendio A (17.7%), y
en menor porcentaje para el expendio C (8.8%). Se observa que en los expendios B y E se
presentd un mayor porcentaje (11.1%) de L. ivanovii, mientras que el porcentaje de esta

especie fue menor en el expendio D (6.6%).

Tabla 4. Identificacién de especies de Listeria por expendio.

o Expendio
Identificacion
% B % C % D % E %
L. ivanovii 1 02.2 5 11.1 4 08.8 3 06.6 5 11.1

L. welshimeri 8 17.7 7 15.5 4 08.8 6 13.3 7 15.5
Ausencia 36 80.0 33 73.3 37 82.2 36 80.0 33 733
Total 45 100.0 45 100.0 45 100.0 45 100.0 45 100.0

Fuente: datos experimentales

La Tabla 5 presenta la identificacién de las colonias, segun el tipo de muestra. EI queso
presentd un mayor porcentaje de L. welshimeri (30.6%) que L. ivanovii (13.3%) seguido
por el requesén 12.0% y 10.6% respectivamente. Caso contrario se observa en la crema, la

cual no presentd crecimiento caracteristico para Listeria spp.

Tabla 5. Identificacion de cepa de Listeria por tipo de muestra procesada.

o Tipo de muestra
Identificacion

Queso % Crema % Requeson %
L. ivanovii 10 13.3 0 0.0 8 10.6
L. welshimeri 23 30.6 0 0.0 9 12.0
Ausencia 42 56.0 75 100.0 58 77.3
Total 75 100.0 75 100.0 75 100.0

Fuente: datos experimentales
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad, la Food and Drug Administration (FDA) ha reconocido a Listeria
monogytogenes como patogena para el ser humano. Afecta principalmente a personas
inmunodeprimidas tales como los neonatos, mujeres embarazadas y ancianos. Su
transmision se da tras la ingesta de alimentos contaminados, principalmente vegetales

crudos y derivados lacteos no pasteurizados (FDA, Bad Bug Book, 2012).

Debido a que L. monocytogenes crece en ambientes salados, hiumedos y frios, los derivados
lacteos son medios adecuados para la proliferacion de dicha bacteria, aun cuando éstos se
guardan en refrigeracion (FDA, 2012). Por tal razén, se selecciond queso fresco, crema y
requeson para este estudio; el cual fue realizado en la cabecera departamental de Jutiapa,
Guatemala. Dicho lugar comprende el 32.5% de la produccion lactea del pais, en donde la
elaboracion de los productos lacteos se realiza de forma artesanal y se comercializa en
mercados o expendios, en donde se ha podido constatar que son exhibidos fuera de los

refrigeradores, aumentando ain mas la curva de crecimiento bacteriano (Quirés, 2004).

Para la determinacion de L. monocytogenes en los productos lacteos artesanales antes
mencionados, se utiliz6 un método cualitativo, desarrollado por la FDA en su Manual de
Analisis Bacterioldgico - BAM (por sus siglas en ingles) -, para la deteccién y enumeracion
de Listeria monocytogenes en alimentos (Hitchins & Jinneman, 2011). A todos los medios
de cultivo utilizados, se les realizaron pruebas de control de calidad por duplicado, segun el
lote de produccion (Anexo 8). De igual forma, la identificacion fue realizada en todas las

muestras cuyos medios presentaron crecimiento similar al caracteristico para Listeria.

De las muestras analizadas, no se identifico L. monocytogenes, aunque se logré aislar e
identificar dos especies distintas: L. welshimeri y L. ivanovii. De las especies identificadas,
Unicamente L. ivanovii es considerada patégena en rumiantes (Murray, Rosenthal, &
Pfalier, 2007). Sin embargo, segun estudios realizados en Colombia, la presencia de L.
ivanovii, en productos lacteos es considerada patdgena en algunos casos de infecciones
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oportunistas en humanos (Gallegos, y otros, 2007). Debido a que esta bacteria fue aislada
en los productos lacteos muestreados, se puede inferir que el ganado proveedor de la leche
para la realizacion de los mismos, esta infectado con dicha bacteria y es potencial

transmisor de enfermedades distintas a listeriosis.

Los diferentes factores ambientales, tales como temperatura, pH y concentracion de sal,
constituyen condiciones limite para el crecimiento de L. monocytogenes. Por lo tanto, si
alguno de estos factores se encuentra en valores limite a los 6ptimos, el crecimiento de la
bacteria se vera afectado. En caso de que uno o diversos factores se encuentren en
condiciones suboptimas del crecimiento, como generalmente sucede en los alimentos, el
intervalo de condiciones que permitiria el crecimiento de L. monocytogenes, disminuye
(Herndndez, Alfaro, & Arrieta, 2000).

La ausencia de L. monocytogenes en este estudio podria deberse a uno o varios factores.
Segun Gonzalez, la microbiota habitual de la leche cruda puede inhibir y eliminar la
presencia de ciertas cepas de L. monocytogenes, ya sea por inhibicion competitiva de
nutrientes o por la produccion de proteinas con accion bactericida (bacteriocinas). También
refiere que algunas bacterias acido lacticas (BAL) compiten a traves de la produccién de
acidos organicos y bacteriocinas. Estas bacterias disminuyen el pH del medio a niveles que
son desfavorables para ciertas cepas de L. monocytogenes y otros patégenos (Gonzalez,
2008). Ademas, es bien reconocido que la leche cruda de donde provienen los productos
lacteos analizados en este estudio, posee varias sustancias naturales antimicrobianas, que
ayudan a eliminar la microbiota que pueda estar presente, incluyendo los patdégenos. Entre
estas se mencionan, la lactoferrina, algunas inmunoglobulinas y el sistema lactoperoxidasa-
tiocianato-peréxido de hidrogeno (Jawetz, y otros, 1992). De igual forma, todos los
derivados lacteos de la leche cruda, se ven afectados por las mismas propiedades
bactericidas e inhibitorias, pudiendo explicar la ausencia de L. monocytogenes en los
productos lacteos artesanales evaluados en este estudio.
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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. En esta investigacion, todas las muestras
se tomaron durante la época seca, lo cual podria justificar por qué no se encontraron tantas

muestras positivas para Listeria spp. (Gonzalez A. , 2008).

Es importante mencionar que a pesar de que las especies de Listeria encontradas en esta
investigacion no son patdgenas para el hombre, su presencia indica una inadecuada
manipulacion de la leche y condiciones higiénicas deficientes en los expendios y/o
proveedores. Es por esta razon que el Codex Alimentarius menciono, que los programas de
vigilancia eficaces pueden incluir pruebas para la deteccién de organismos de Listeria spp.,
ya que su presencia es un buen indicador de condiciones que favorecen la posible presencia
de L. monocytogenes (Comision del Codex Alimentarius, 2005). 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 ante cualquier exposicion al medio ambiente, por lo que
se recomienda la aplicacion de las normas de higiene correspondientes, no sélo para los
productores y distribuidores, sino también para cada uno de los consumidores. 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 patdgeno en los productos lacteos
artesanales (queso fresco, leche y requeson) que se expenden en la cabecera departamental
de Jutiapa, Guatemala, cumplen con la norma legal en cuanto a la tolerancia cero y por el

momento, no se considera un vehiculo de transmision de L. monocytogenes.

En la dltima década se han realizado estudios que demuestran que L. monocytogenes es un
patdégeno, que se puede clasificar como emergente. La presencia de estos patdgenos
representan una importante amenaza para los negocios de la industria de alimentos,
especialmente en la industria artesanal, pues estudios realizados por la OMS, han

confirmado que la aparicion de las ETA’s ocurren por diversos motivos: introduccion de
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patdgenos debido a la distribucion de alimentos en distintas areas geograficas, la capacidad
de los microorganismos para sobrevivir a condiciones ambientales adversas, generacion de

nuevas cepas virulentas, entre otros (Diez, 2012).

En este estudio no se realizaron las pruebas necesarias con indicadores de contaminacion
(coliformes totales, colifomes fecales principalmente Entamoeba coli), debido a la falta de
recursos econdmicos. Por dicha razén, la metodologia efectuada, fue directamente para la

identificacion de Listeria spp., especificamente para L. monocytogenes.

Por estos motivos, se recomienda la realizacion de estudios adicionales, donde se determine
la presencia de indicadores de contaminacion fecal; asi mismo de patégenos tradicionales,
que incluyen principalmente Salmonella, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus y Shigella; y otros patdgenos emergentes como E. coli 0157
enterohemorragica, Norovirus, Campylobacter y mas recientemente otras E. coli
enterohemorragicas productoras de toxina Shiga, para garantizar la inocuidad de estos
productos, ya que la metodologia empleada para alcanzar los objetivos en este estudio no es

aplicable a dichos microorganismos y es especifica Unicamente para el género Listeria.
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XI. CONCLUSIONES

. Se determino la ausencia de Listeria monocytogenes en los productos lacteos artesanales
(queso fresco, crema y requesdn) muestreados en la cabecera departamental de Jutiapa,

Guatemala.

. Se aislo Listeria spp. en el 22.2% del total de las muestras, del cual, el 36.0%

corresponde a L. ivanovii y el 64.0% a L. welshimeri.

. La prevalencia de L. monocytogenes no se determind en los productos lacteos
artesanales (queso fresco, crema y requeson) que se expenden en la cabecera
departamental de Jutiapa Guatemala, ya que no hubo presencia de la misma en las

muestras evaluadas.

. El hallazgo de dos especies distintas a L. monocytogenes, representa un riesgo potencial
de contaminacién en la leche y sus derivados, por lo tanto, no se garantiza la inocuidad
de los productos lacteos artesanales (queso fresco, crema y requeson) que se expenden
en la cabecera departamental de Jutiapa, Guatemala.
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XIl. RECOMENDACIONES

. Continuar con estudios similares en otras regiones de Guatemala, con el fin de

determinar la prevalencia de L. monocytogenes a nivel nacional.

. Las autoridades locales deben de realizar evaluaciones microbioldgicas frecuentes en la
leche cruda y sus derivados, con el propésito de establecer la inocuidad en dichos

productos.

. Como medida de control para prevenir el riesgo de contaminacién por L. monocytogenes
en las lecherias, las autoridades correspondientes deben de implementar capacitaciones

dirigidas al personal involucrado en la produccién de leche y sus derivados.

. Establecer un procedimiento estandarizado para los productos lacteos artesanales, en
donde exista una trazabilidad que permita dar seguimiento al proceso de manufactura y
poder asi, determinar las fuentes de contaminacién microbiol6gica en casos de

intoxicacion alimenticia.
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XIV. ANEXOS

Anexo 1. Reacciones especificas para la identificacion del género Listeria.
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PRUEBAS RESULTADOS
Tincion de Gram* Bacilos cortos gram positivo
Catalasa +
Oxidasa -
Produccion 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* +

& Cultivos de 16 — 24 horas
* Incubacidn a temperatura ambiente por 7 dias en medio SIM

Anexo 2. Reacciones especificas para la identificacion de las especies del género Listeria.
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L. monocytogenes + + + + - + - - + - + -
L. ivanovii + + + + - + - + - - - +
L. innocua + + + + - - - - V -
L. welshimeri + + + + - - - + \V} - - -
L. seeligeri + + + + - + - + - - + .
L- grayi + + + + - - - - - + - -
L. murrayi + + + + - - + - \Y + - -

+ = Positivo en 48 horas

- = Negativo en 48 horas

v = Reaccidn variable

*Incubacion a temperatura ambiente por 7 dias en medio SIM



Anexo 3. Marcha para enriquecer, aislar e identificar el género Listeria.

ENRIQUECIMIENTO AISLAMIENTO IDENTIFICACION
25gr o mL de Agar tripticasa soya B API
mx con 0.6% de levadura
(TSAYE). Estriar. | 7] Gram
(30°C/24-48hrs)
T Prueba de
catalasa
5 colonias negras
225mLde caldo Agar Oxford por SIM
Listeria(1:10) duplicado (TPA/Y dias)
(30°C/24-48hrs) (35°C/24-48hrs)
Agar Sangre de
Carnero al 5%
(B-hemodlisis)
Caldo
nitratado

Medio ramnosa,
xilosa, manitol
para fermentacion
de carbohidratos.
(35°C/7 dias)

CAMP: en agar sangre de
carnero estriar separada
pero perpendicularmente
una asada de S.aureusy

una asada de R.equi. Entre

las dos lineas estriar
horizontalmente las
colonias
sospechosas.(35°C/24-
— 48hrs)
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Anexo 4. Pruebas comerciales para identificacion, API Listeria.

PRUEBAS NEGATIVAS

'Qi U5 e

wwwwVw w

T

PRUEBAS POSITIVAS

Anexo 5. Tabla de resultados en el sistema API Listeria.

TEST COMPONENTES REACCIONES RESULTADOQOS
ACTIVOS NEGATIVO POSITIVO
DIM Subtrato enzimatico  Diferenciacion L. innocua / ZYM B /< 3 min
L. monocytogenes Naranja palido Naranja
Rosa beige
Gris beige
ESC  Esculina citrato férrico Hidrolisis (ESCulina) Amarillo Negro
palido
aMAN 4-nitrofenil-aD- A-MANosidasa Incoloro Amarillo
manopiranosida
DARL D-Arabinol Acidificacion (D-Arabinol)
XYL D-Xilosa Acidificacion (Xilosa)
RHA L-Rhamnosa Acidificacion
(RHAmMnNosa) Rojo / rojo Amarillo /
MDG Metil-oD- Acidificacion (Metil-oD- anaranjado amarillo
glucopiranosido glucopiranosido) anaranjado
RIB D-Ribosa Acidificacion (RIBosa)
G1pP Glucosa-1-Fosfato

Acidificacion (Glucosa-1-
Fosfato)

TAG D-Tagatosa Acidificacion (TAGatosa)

Anexo 6: Tabla de identificacion en API para los géneros Listeria.

CEPA DIM ESC oMAN DARL XYL RHA MDG RIB GI1P TAG
L. innocua + + + + - + T i i N
L. ivanovii + + - + + - Vi - +* .
L. monocytogenes - + + +

- + + - - -
*Qcasionalmente (-)
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Anexo 7. Encuesta de sondeo a pobladores de la cabecera departamental de Jutiapa,
Guatemala.

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
ESCUELA DE QUIMICA BIOLOGICA

ENCUESTA

Nombre:

Cédula o DPI: Teléfono:

1. Marque con una X los 3 productos lacteos que mas se consumen en su hogar:
a. Queso fresco g. Leche E
b. Crema h. Queso crema E
c. Requesdn E i. Mantequilla E
d. Queso seco E j- Quesillo E
e. Yogurt E k. Otro:
f. Helado E

2. ¢En ddénde compra usted sus productos lacteos?

a. Stper mercado
b. Mercado

c. Local:

|

d. Finca:

e. Otro:




Anexo 8. Control de medios de cultivo
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Medio de cultivo

Caldo Listeria

Agar Oxford

Caracteristicas

Contiene sales de fosfato, forman un
sistema buffer que evitan cambios
bruscos de pH y asi se favorece el
desarrollo de Listeria spp.. El piruvato
de sodio permite recuperar células
dafadas presentes en la muestra.

Es diferencial para el desarrollo de
Listeria spp., debido a que el producto de
hidroélisis de la esculina en presencia de
iones Fe* forma un compuesto fenélico
de color negro.

Controles

Muestreo Muestreo Muestreo
1 2 3

Muestreo Muestreo Muestreo
1 2 3

Control de
esterilidad: ningun
crecimiento.

c/C c/C c/C

c/C C/C C/iC

Control Positivo:
crecimiento de cepa
ATCC Listeria
monocytogenes

c/C c/C c/C

c/C C/C C/C

Control negativo:
Inhibicién de

crecimiento cepa
ATCC S. aureus

C/C c/C c/C

c/C C/C C/C

C = conformidad
NC = no conformidad

Fuente: datos experimentales
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