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RESUMEN

El presente trabajo muestra el aislamiento e identificacion de la bacteria Listeria
monocytogenes en algunas granjas productoras de leche de cabra, provenientes de
Chiapas. Listeria es una bacteria patdgena que se encuentra ampliamente distribuida
en la naturaleza, en los ultimos afios ha sido uno de los problemas emergentes en la
produccion de leche en México y se ha reconocido como un patdégeno causante de
enfermedades graves en animales, humanos inmunocomprometidos y vulnerables, sin
excluir al resto de la poblacion, causando una de las enfermedades de transmision por
alimentos mas graves debido a las pérdidas econdmicas y muertes que causa, la

listeriosis.

Debido al impacto que tiene la presencia de este patdgeno en los alimentos se lleva a
cabo una propuesta de un plan para controlar y prevenir el riesgo del patégeno en un
sistema de produccion de leche caprina, muy comin en nuestro pais, con el fin de
evitar brotes y diseminacién en animales sanos y personal involucrado y de la misma

manera asegurar la inocuidad de la leche de cabra.



INTRODUCCION

La leche cruda es un medio propicio para el crecimiento de microorganismos, la frecuencia de
enfermedades gastrointestinales ocasionadas por el consumo de esta leche o sus derivados
contaminados, ha puesto en manifiesto la importancia de evaluar las condiciones en su ordefio,
transporte y procesamiento. Diversos microorganismos se han asociado a brotes, siendo
Salmonella spp., el microorganismo con mayor frecuencia de aislamientos, debido a los
diversos reservorios que posee, sin embargo L. monocytogenes por la alta tasa de mortalidad
que presenta (el 20-30%), ha llamado la atencién de la comunidad cientifica (Albarracin,
Poutou & Carrascal, 2008).

Este microorganismo es reconocido como zoondtico siendo sus principales reservorios los
mamiferos y rumiantes, ha estado implicado en brotes asociados al consumo de leche y quesos
frescos, las cabras que producen la leche pueden ser portadoras asintomaticas y excretar el
microorganismo durante los procesos de mastitis. En las leches aparentemente normales
Listeria spp., se puede encontrar en bajas concentraciones, lo cual puede ser una fuente de

transmision de listeriosis (Mufioz et al., 2013).

En México no hay gran variedad de estudios que demuestren la incidencia de L.
monocytogenes en leche de cabra y productos derivados debido a que se ha hecho un
incorrecto diagndstico de la enfermedad y tampoco se tiene una adecuada evaluacion de los
riesgos potenciales que tiene tanto en la salud del personal de la granja como la afectacion de
las cabras y la posible transmision del patégeno a la leche; por lo tanto es de importancia la
implementacion de medidas que sean eficaces para prevenir y controlar los riesgos de
contaminacion por esta bacteria garantizando la inocuidad del alimento desde la produccién

primaria (Castafieda et al., 2014).

Esta serie de medidas de control y prevencién se basan en la normatividad nacional e
internacional, con el fin de mantener la seguridad en el establo, evitar la contaminacion de la

materia prima y prevenir un problema de salud publica (Cofre, 2001).



CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1 El género Listeria

Se denomina asi en honor al cirujano britanico Lord Josep Lister, quien fue pionero en el afio
de 1860 en el concepto de cirugia antiséptica (Bell & Kyriankides, 2000), las bacterias de este
género son Gram positivas, presentan metabolismo aerobico, es decir usan el oxigeno como
aceptor final de electrones para obtener energia, dependiendo de las condiciones del medio
pueden crecer en condiciones anaerdbicas (ausencia de oxigeno), por lo que se les conoce

como anaerobias facultativas (Dominguez, 2008).

Tienen forma cocobacilar (ver figura 1), con un tamano aproximado de 0.4 a 0.5 um x 1-1.5
um, no es formadora de esporas, tiene un contenido relativamente bajo de Guanina y Citosina
(G+C) del 36 al 39%, ademas de la habilidad para crecer en un amplio rango de temperaturas
(0-45°C) y pH de 4.4; puede sobrevivir en concentraciones elevadas de Cloruro de Sodio (20-
30%) (Ramirez, 2007; Escobedo, 2014).

Figura 1. Listeria spp.

(OIE, 2004).

El género Listeria se ha dividido en siete especies con dos grupos genéticamente diferentes
(ver tabla 1), en un grupo estan: L. grayi, subespecie grayi y L. murrayi, las cuales son poco
frecuentes y hasta ahora son consideradas no patdgenas, una nueva especie L. rocourtiae: las
otras cinco especies estan gendmicamente relacionadas e incluyen tres especies hemoliticas: L
monocytogenes, L seeligeri, L ivanovii subespecie londinenses, L ivanovii subespecie ivanovii,

y dos especies no hemoliticas: L. innocua y L. welshimeri (Diaz et al., 2015).



Solo las dos especies L. ivanovii y L. monocytogenes, han sido consideradas patdgenas hasta
ahora, esta Ultima es un patogeno intracelular facultativo de humanos y animales, mientras que
L. ivanovii infecta principalmente animales y las otras cuatro especies son esencialmente
saprofitas, es decir que se han adaptado a una vida libre en tierra y vegetacion en

descomposicion (Ramirez, 2014).

Tabla 1. Miembros del género Listeria

Especies de Listeria Nombre anterior Origen del nombre de la Especie
de la especie
Listeria monocytogenes | Bacterium Aumenta la  produccion  de
monocytogenes monocitos.
Listeria innocua Innocua/ inofensiva.
Listeria welshimeri En honor a H.J. Welshimeri,

bacteriélogo americano.

Listeria seeligeri En honor a H.P.R. Seeliger,
bacteriélogo aleman.

Listeria grayi L. grayi, L. murrayi | En honor a M.L. Gray, bacteridlogo
americano.
L. rocourtiae En honor a Rocourt, bacteriélogo
aleman.
Listeria ivanovii L. ivanovii En honor a I. lvanov, bacteridlogo
L. monocytogenes bulgaro.

(Bell & Kyriankides, 2000).

Este género esta estrechamente relacionado con los géneros Lactobacillus y Streptococcus y a
veces, puede confundirse con otros como Corynebacterium y Erysipelothrix, dado que el
microorganismo comparte caracteristicas morfolégicamente similares a estos géneros, y debe
ser diferenciada de ellos mediante pruebas bioquimicas; como se puede observar en la tabla 2,

para su identificacion y asi constatar que efectivamente se trata de Listeria (Dominguez, 2008)



Tabla 2. Diferenciacidn de especies de Listeria, Corynebacterium
y el género Erysipelothrix

)
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Voges Proskauer (VP) |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- - - - - - /
Glucosa A A AA[A AA A A A AIA V
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Salicina / [ |1 |/ / [ |- - - - A/ /
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Gelatina 22 °C
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Ureasa + + |+ |+ + + | V- - V + |+ |- -
CAMP - - |- - - - |/ / / [ |1 |/ +

(Mac Faddin, 2003; Barrow & Feltham, 2003).

-, Prueba negativa; +, Prueba positiva; /, No se dispone de resultados; F, Fermenta; NF, No
fermenta; O, Oxida; A, Produccion de acido; V, Resultados Variables; A" Produccion de
acido con resultados variables; V-, Variable por lo comun negativo.



1.1.1 Antecedentes historicos
En el afio 1924 casi al final de la primera Guerra Mundial, G.D. Murray aisl6 bacilos Gram
positivos de la sangre de conejos, investigando la causa de un brote en éstos animales de
laboratorio; al no poder asignar los aislados en alguno de los géneros conocidos en esa época,
Ilamé al microorganismo Bacterium monocytogenes debido a la observacion de monocitosis
(multiplicacion de monocitos en la sangre) para luchar contra las enfermedades infecciosas
(Mufioz et al., 2013).

El primer caso de listeriosis humana documentado que involucré a un soldado quien padecia
meningitis fue en 1929, este se aisl6 de la sangre de 3 pacientes y fue hasta 1940 que J.H. Pirie
da la denominacion actual de Listeria monocytogenes al patdégeno; sin embargo, éste vuelve a
recibir atencion después de la Segunda Guerra Mundial, cuando se le describio como una
importante causa de septicemia neonatal y meningitis en Alemania Oriental en 1949 (Aréchiga
et al., 2008).

En el Instituto de Patologia de la Universidad de Halle se detectaron histopatol6gicamente
varios granulomas en 85 neonatos en pulmones, higado, bazo, cerebro y en la piel; el
bacteridlogo J. Potel aislo la bacteria de la sangre y otros 6rganos clasificando a la bacteria en
el género Corynebacterium; al mismo tiempo casos similares fueron observados en la
Universidad de Bonn y H.P.R. Seeliger estudié las bacterias aisladas detectando una
movilidad que no era caracteristica de Corynebacterium sino de Listeria (Bell & Kyriankides,
2000).

En los afios sesenta, Seeliger realizd un gran esfuerzo para informar al pablico acerca de la
relacion Listeria-listeriosis; como investigador pionero, acumuld cerca de 6000 aislados
procedentes de todas partes del mundo, una aparente similitud entre las muestras sugirié que el
género Listeria estaba representado solo por la especie L. monocytogenes; por medio de
anticuerpos especificos contra antigenos en la pared celular asi como contra antigenos en el
flagelo, mas del 60% de las cepas pudieron ser clasificadas en grupos especificos llamados
serosas, éste importante avance en ése entonces significO mucho en cuanto al desarrollo de la
serologia aplicada como parte de los métodos de clasificacion en bacterias o serotipificacion
molecular (Marti, 2002; Ramirez 2014).



Més adelante Rocourt, en colaboracion con el Dr. Seeliger, separ0 a Listeria monocytogenes
de otras especies de Listeria mediante pruebas bioquimicas y posteriormente a través de

andlisis genéticos (Dominguez, 2008).

1.1.1.1 Listeria monocytogenes en alimentos y brotes
L. monocytogenes tiene una gran habilidad para sobrevivir y crecer bajo condiciones adversas,
incluso en refrigeracion, razon por la cual puede transmitirse a una amplia variedad de
alimentos, particularmente en aquellos listos para el consumo o también conocidos como

“alimentos rapidos” (Mufioz et al., 2013).

Desde el afio 1966 se habian registrado algunas incidencias atribuidas a Listeria en alimentos
y casos de intoxicacion alimentaria que generaban un indice considerable de muertes por la
ingestion de alimentos contaminados con el patégeno, no obstante los cientificos de esos
tiempos no estaban interesados en la incidencia de Listeria en productos destinados al
consumo por humanos, principalmente porque tales productos no habian sido ligados
positivamente a listeriosis humana (Silva, 2002).

En 1981 se demostrd un caso mayor en donde 18 de 41 canadienses murieron por listeriosis
después del consumo de ensalada de col, de la cual fue aislada e identificada la bacteria como
L. monocytogenes, fue hasta 1985 cuando investigadores comenzaron a desarrollar mas que un
interés pasivo en el significado de su presencia en la salud publica (Dominguez, 2008;
Ramirez 2007).

Posteriores brotes, fueron ligados a distintos alimentos, leche y derivados como quesos,
ensaladas, carnes rojas, pescado, alimentos listos para el consumo, por ejemplo: nuggets de
pollo o pescado y pechugas pre-cocidas, pero fue hasta el afio 2001 cuando se anuncia la
influencia de este agente patdgeno en la salud pablica a nivel mundial; durante los proximos
afios se reconocen datos epidemioldgicos de algunos paises desarrollados, como Estados
Unidos, en donde se considera como un factor etiologico responsable de aproximadamente
2.500 casos y 500 muertes al afio (Mufioz et al., 2013). En la tabla 3 se muestran algunos
brotes importantes de listeriosis por ingestion de alimentos contaminados por L.

monocytogenes en paises desarrollados.



Tabla 3. Principales brotes por Listeria monocytogenes en alimentos

Afo Pais Casos Alimento Serotipo del
(muertes) brote
1983 USA 49 (14) Leche pasteurizada 4b
1983-87 Suiza 122 (34) Queso vaquerin 4b
1985 USA 142 (48) Queso fresco estilo 4b
mexicano
1987-89 Reino Unido >350(>90) Pate belga 4b
1992 Nueva Zelanda 4(2) Mejillones ahumados 1/2a
1992 Francia 279 (63) Lengua de cerdo con 4b
gelatina
1994 USA 45 (0) Leche chocolatada 1/2b
1995 Francia 20 (4) Queso fresco elaborado con 4b
leche cruda

(Bell & Kyriankides, 2000).

Otros trabajos han permitido ubicar como importantes reservorios potenciales a las granjas
productoras de lacteos, si se consideran sus resultados: L. monocytogenes, fue aislada en 56
muestras (6.5%) de 861 tanques que concentraban leche recibida de granjas de 21 estados en
EUA,; el 93% de los aislados correspondia a serotipos virulentos para humanos (Dominguez,
2008).

En Suecia, se aislo a L. monocytogenes en 3 de 294 muestras de leche cruda colectadas de los
tanques de una planta procesadora de lacteos; una muestra detectd6 60 UFC/ml del patégeno,
en Espafa se detectd L. monocytogenes en 37 de 1445 muestras colectadas de tanques que
concentraban leche cruda de cabra procedente de 405 granjas, en Escocia la incidencia de L.
monocytogenes en muestras de leche cruda colectadas de 180 tanques se estim6 en un
intervalo del 3-8% (Chavarias, 2006). Una evaluacion posterior a 160 productores detect6 al
patdgeno al menos una vez en 25 de ellos en tanto que sélo 7 fueron positivos en 3 0 méas de

los 4 muestreos realizados durante el estudio (Martinez, 2007).



1.1.1.2 Panorama actual de L. monocytogenes en alimentos
Durante los ultimos afos, se han utilizado consideraciones comerciales en el desarrollo de
alimentos, la facil disponibilidad de materias primas y las nuevas aplicaciones junto con el
desarrollo de tecnologias de procesado, envasado, sistemas de almacenamiento y distribucion
suponen un desafio continuo para los investigadores y tecnélogos de alimentos que idean y

mantienen los controles de la seguridad de los alimentos (FAO/OMS, 2004).

De forma clara, debe incluirse en la lista de las bacterias patdgenas incidentes en alimentos
listos para el consumo a Listeria monocytogenes debido a la resistencia que presenta en el
alimento durante el procesado como en el producto terminado (Bell & Kyriankides, 2000); en
la tabla 4 se muestran algunos casos de incidencia de L. monocytogenes en alimentos listos

para el consumo y la cuantificacién de muertes por afio.

Tabla 4. Casos més recientes de Listeriosis por alimentos

Afo Pais Casos (muertes) Alimento
2002 EUA 54 (11) Pavo y pollo listo para el consumo
2008 Canada 52 (20) Carne envasada
2008-10 Chile 305 (45) Alimentos variados
2011 EUA 147 (33) Melones empacados
2012 EUA 22 (4) Queso ricotta
2014 Dinamarca 20 (12) Salchichas estilo Rullepolse
2015 EUA 2 (0) Helado

(Turner, 2015)

Actualmente se asume que la contaminacion de alimentos procesados, particularmente en
lacteos, es consecuencia del contacto del producto con superficies colonizadas por cepas
consideradas persistentes en el ambiente; tal resistencia se debe a una mayor capacidad de
adhesion a las superficies por la bacteria, de manera que origina estructuras en forma de tapete
o0 biopeliculas, en plastico y acero inoxidable y demas materiales que son utilizados en equipos

y recipientes durante la transformacion del alimento (Dominguez, 2008).

La mayoria de las infecciones en humanos provocadas por alimentos son asociadas con alta
prevalencia y de baja mortalidad, la situacion es diferente para la listeriosis, la cual es una

infeccion no comdn (asociada a una letalidad de hasta el 30%), hay un tiempo largo entre el



cual es ingerido el alimento y la persona enferma; ademas la enfermedad permanece siendo

poco o mal diagnosticada sobre todo en el inicio de la infeccion (Ramirez, 2007).

1.1.1.3 Impacto de L. monocytogenes sobre la salud publica
La importancia de la incidencia que tiene la enfermedad producida por esta bacteria y la
enfermedad que provoca conocida como listeriosis, debe su impacto clinico a la alta tasa de
mortalidad y el efecto econémico derivado de los brotes asociados con el consumo de
alimentos. En México las fallas en los sistemas de vigilancia epidemioldgicos son causa de
informacidn imprecisa sobre la incidencia de la listeriosis y sobre su caracterizacion como

ETA (Enfermedad transmitida por alimentos) (Chavarrias, 2006).

La falta de datos exactos sobre esta bacteria plantea la necesidad de concientizar a las
instancias correspondientes para definir estrategias de budsqueda intencionada de L.
monocytogenes en alimentos y de la recopilacion de informacion clinica precisa que permita
conocer la importancia clinica y epidemioldgica de la listeriosis en México (FAO/OMS,
2004).
1.1.1.4 Caracteristicas generales de Listeria monocytogenes

L. monocytogenes asi como las demés especies del género Listeria son células de extremos
redondeados y a veces puntiagudos (cocobacilos), en ocasiones diplobacilares con tendencia a
formar cadenas de 3 a 5 o mas células teniendo, aspecto de “V” y/o empalizadas, no
esporuladas, mdviles, aerobias y capaces de crecer en condiciones de microaeredfilia, es decir
requiere niveles de oxigeno muy inferiores a los que se encuentran normalmente en
la atmosfera de la tierra (Escobedo, 2014; NOM-143-SSA1, 1995).

En agar sangre da origen a colonias puntiformes, circulares, lisas y translucidas de color azul
grisaceo con una zona discreta de $-hemolisis, de 1 a 2 mm tras uno o dos dias de incubacion
y lisas, suelen observarse en disposicion individual o formando cadenas cortas, pueden ser
moviles cuando se cultivan a temperaturas de 20 a 25°C y ésta movilidad est4 provocada por la
presencia de tres o cuatro flagelos de implantacion periférica con longitudes de 6 a 20 mm o
mas (Marti, 2002).

La movilidad es mucho menor o se pierde por completo al cultivar la bacteria a 37°C, los

flagelos son altamente antigénicos y por ello se usan para producir anticuerpos que sirven en
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inmno-ensayos para la identificacion de L. monocytogenes (Escobedo, 2014). En cultivos
frescos, las células forman cadenas cortas, en condiciones de estrés, como en presencia de alto
contenido de sal (>5%) o temperaturas elevadas (>45°C), las cadenas pueden parecer
alargadas o en cadenas largas (Ray & Arun, 2010).

Carecen de cépsula y esporos con tinciébn Gram positiva, aunque en cultivos viejos pueden
aparecer como Gram negativos al perder su capacidad de retener el colorante, también forman
filamentos de 6-20 mm de longitud; al observarse las colonias con una de lupa de iluminacion,
con un angulo de luz de 45°-60° de inclinacion, se observan reflejos de color azul-verdoso

sobre una superficie finamente granular (Martinez, 2007).

La temperatura Optima para el crecimiento de L. monocytogenes esta entre 30°C y 37°C,
aunque los limites en los cuales puede crecer o sobrevivir van desde 0,4°C a 45°C, asi esta
bacteria no sobrevive a temperaturas de 60°C durante 30 minutos, sin embargo si puede
sobrevivir durante bastantes semanas a —18°C en diferentes substratos alimentarios (Marti,
2002).

Para su crecimiento (ver tabla 5), requiere de un pH neutro o ligeramente alcalino, siendo el
ideal de 7.5 (Luna, 2011), este es el factor que mas influye en la capacidad de Listeria para
resistir las bajas temperaturas de congelacion, asi valores de pH inferiores a 4,74 hacen que L.
monocytogenes muestre una disminucion en la recuperacion de células viables que han sido
dafadas por el frio (Peralta, 2009).

Tabla 5. Velocidad de crecimiento de L. monocytogenes

Fase Lag

Temperatura °C | 0-1 2-3 5-6 7-8 9-10
Tiempo (dias) 3-33 | 2-8 1-3 2 <15
Tiempo generacion (UFC/ml)

Temperatura °C | 0-1 4-5 10-13
Tiempo (h) 62-13 13-25 5-9

(Bell & Kyriankides, 2000).
La supervivencia de Listeria a pH bajos es altamente dependiente de la temperatura a la que se

someta el alimento y de la concentracion de sal; baja (de 4% a 6%) aumenta la supervivencia
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de la bacteria y superiores al 6% la reducen; la concentracion optima de sal para el crecimiento

de L. monocytogenes a 10°C, estaria alrededor de un 2 a 2,5%.

Cuando la actividad acuosa (aw) es menor a 0.92 provoca su resistencia causada por una
proteccion cruzada, la composicion de la membrana de esta bacteria es lo que favorece su
crecimiento a temperaturas de refrigeracion normalmente 0-8°C, sin embargo el

microorganismo crece lentamente (Bell & Kyriankides, 2000; Marti, 2002).

Este microorganismo crece en condiciones bajas de oxigeno y sobrevive por largos periodos
de tiempo (Gallagher, 2003), algunos factores nutricionales que favorecen su crecimiento, son
la presencia de glucosa, vitaminas del grupo B, aminoacidos tales como valina, cisteina,
glutamina, leucina e isoleucina, la influencia de estos factores, son necesarios para el buen

desarrollo de las cepas de L. monocytogenes (Luna, 2011).

En cuanto a la pérdida de viabilidad de L. monocytogenes se logra con el aumento de la
presion, de la temperatura y del tiempo, presurizaciones de 137,9 y 206,8 MPa durante 30
minutos a 50°C, reducen las poblaciones bacterianas alrededor de 1 y 2 ciclos logaritmicos
respectivamente (Marti, 2002).

L. monocytogenes estd ampliamente distribuida en la naturaleza, se adhiere a las superficies
que estan en contacto con los alimentos formando biopeliculas ya que de esta forma, se
protege de los desinfectantes y se convierte en un patdgeno dificil de controlar en las fabricas
de produccion de alimentos, siendo posible la contaminacion en cualquier etapa de la cadena
de produccion, convirtiendo a los alimentos en vehiculos para llegar al hombre y producir
enfermedad, este nivel de patogenicidad y virulencia, se puede conocer a partir de los
serotipos pertenecientes a la bacteria, ya que no todos causan alto nivel de dafio al ser humano
y animales (Roberts & Diezman, 2003; Mufioz et al., 2013).

Esta habilidad de Listeria para adherirse a distintas superficies, indica que es una bacteria
contaminante muy persistente y peligrosa, las concentraciones de bacterias que se enceuntran
en una biopelicula estan entre 10*-10’ UFC/cm?. La adhesién de L. monocytogenes ha sido
atribuida a interacciones hidrofdbicas, presencia de flajelos, fibrilas y la sintesis de
exopolisacaridos. Es un microorganismo hidrofobico con una energia libre superficial de 66

mJ/m?, los flajelos de Listeria actian como estructuras adhesivas durante las primeras etapas
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de fijacion de la célula. La formacion de fibrillas se ha observado a <21 °C y pH de 6.0-9.0,

despues de 9 horas de incubacion en superficies de hierro (Mendoza, 2017).

1.1.1.5 Patogenia y Virulencia
La mayoria de los conocimientos actuales sobre la patogenia y virulencia de Listeria
monocytogenes, estan basados en modelos experimentales de listeriosis en roedores, ya que
constituyen un sistema altamente reproducible para caracterizar la virulencia de las especies
patdgenas del género Listeria, mimetizando ciertos aspectos de la infeccién natural en el

hombre y los animales (Howard & Shen, 2007).

Mackaness en 1962, establecid que el sistema mononuclear por fagocitosis atrapaba a las
Listerias en el higado y el bazo de los animales infectados, aportando evidencias convincentes
de que estas bacterias eran capaces no sélo de sobrevivir sino de multiplicarse activamente
(Luna, 2011), este microorganismo intracelular es capaz de invadir y multiplicarse (ver figura
2), dentro de diversos tipos de células del hospedador, en los Gltimos afios se han identificado
un gran numero de factores de virulencia involucrados en los pasos clave de este ciclo de vida
intracelular (Chacon, 2005).

Figura 2. Etapas del ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes

(Howard & Shen, 2007).
En el intestino, L. monocytogenes cruza la barrera de la mucosa, después continua con la
adhesion a la superficie de la célula eucariota y la subsecuente penetracion de la bacteria

dentro de la célula hospedadora mediante fagocitosis, en el intestino delgado es donde se

adhiere e invade las células epiteliales y ocurre una replicacion bacteriana ademas de la
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liberacion de toxinas inducidas por la presencia de las proteinas en el intestino; el cruce de la
barrera epitelial provee a la bacteria con un portal de entrada al sistema linfatico y a la sangre
(L6pez et al., 2006; Ramirez 2014).

Posteriormente son transportadas por la sangre al higado y al bazo; siendo estas primeras
etapas esencialmente subclinicas, si la respuesta inmune mediada por células del hospedero es
inadecuada, las Listerias se multiplican en los hepatocitos y en los macrofagos, de esta manera
son llevadas por la sangre a varios rganos como son meninges, cerebro y demas 6rganos
(Howard & Shen, 2007).

La infeccion no esta localizada en el sitio de entrada, sino que implica la entrada y
multiplicacién en una gran variedad de tipos de células y tejidos. Siendo por ello, un proceso
multi-etapa en el cual el patdgeno primero tiene que cruzar la barrera intestinal, luego
establecerse y multiplicarse en érganos primarios y finalmente cruzar dos barreras posteriores,
la endotelial particularmente a nivel de cerebro y la materno fetal, para establecerse y
multiplicarse en drganos secundarios donde la bacteria causa la enfermedad clinica (Silva
2002; Ramirez 2014).

Una explicacion de la virulencia de Listeria es la capacidad para moverse en el interior de las
células eucariotas y de pasar directamente de una célula a otra sin entrar en contacto con el
medio extracelular, quedando por tanto al abrigo de los efectores humorales del sistema
inmune (Luna, 2011), la fase prolongada silenciosa inicial es consistente con el periodo de
incubacion de la enfermedad invasiva, tipicamente 20-30 (incluso hasta 70) dias después del

consumo del alimento contaminado (Ramirez 2014).

A pesar de que existe polimorfismo entre diferentes cepas del microorganismo respecto a
algunas determinantes de virulencia, este hecho no puede correlacionarse con la capacidad o la
incapacidad del organismo para producir enfermedad (OIE, 2004), L. monocytogenes secreta
diversas proteinas que son importantes para la virulencia, debido a que los aislados contienen
mutaciones en genes fundamentales para estas proteinas asociadas, las cuales representan
elementos Utiles para los procedimientos de laboratorio que incorporan substratos en medios

de cultivo para evaluar su nivel de virulencia (Torres, 2005).
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Figura 3. Mecanismo virulento y patogénico de L. monocytogenes.
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(Escobedo, 2014; Howard & Shen, 2007).

1.1.1.6 Listeriosis
La listeriosis estd considerada como una de las intoxicaciones alimentarias méas letales y
costosas, la mayoria de los casos requieren hospitalizacion. Aunque el nimero de casos de
Listeriosis es muy bajo comparado con los de Salmonelosis 0 Campylobacteriosis, gran parte
de los brotes causan mortalidad; L. monocytogenes continua siendo un problema de salud
publica importante, ademas produce un impacto en la produccion ganadera, que provoca

pérdidas de multiples animales (Silva, 2002).

Globalmente la listeriosis, es una enfermedad esporadica, rara y severa; su prevalencia esta

declinando en paises industrializados, la severidad y proporcion de casos fatales de la
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enfermedad requiere que su control, sin embargo por las caracteristicas del organismo es

dificil esperar que todos los alimentos estén exentos del patdgeno (Ramirez, 2014).

1.1.1.7 Listeriosis humana
Las explicaciones posibles de la emergencia de la listeriosis humana transmitida por el
consumo de alimentos contaminados, como un asunto del maximo interés de salud publica
comprende los cambios importantes en la produccion, procesamiento y distribucién de los
alimentos, la utilizacion cada vez mayor de la refrigeracion como medio de conservacién
primaria de los alimentos, los cambios en los habitos de comida de la poblacion,
particularmente respecto a la comodidad de los alimentos ya preparados y un incremento de
personas consideradas con alto riesgo de sufrir la enfermedad como embarazadas, recién
nacidos, ancianos, inmunodeprimidos o que han sido sometidos a trasplantes de érganos o con

enfermedades como diabetes mellitus, cirrosis entre otros casos (OIE, 2004; Escobedo, 2014).

Esta enfermedad es caracterizada por dos sindromes primarios, una forma invasiva de la
enfermedad y otra no invasiva (ver figura 4), los sintomas de la listeriosis en personas sanas a
menudo son confundidos con los sintomas de la gripe como son fiebre, diarrea, dolor
muscular, jaqueca, ndusea, vomito y dolor abdominal y la listeriosis invasiva que causa
meningitis, encefalitis, septicemia, endocarditis, abscesos, lesiones locales purulentas y
abortos (Luna, 2011).

Listeria monocytogenes es un patégeno multisistémico que puede infectar un amplio rango de
tejidos hospederos, sin embargo, las principales formas clinicas de listeriosis muestran que
este microorganismo posee movimiento hacia el Gtero gravido, el sistema nervioso central y
6rganos como bazo e higado, la infeccion en el Gtero o también placentaria es caracterizada
por numerosos Yy pequefios abscesos e inflamacion de las vellosidades del utero; la
colonizacion epitelial permite a la bacteria alcanzar la corriente sanguinea fetal, conduciendo a
una infeccion generalizada y la posterior muerte del feto en el Gtero o la muerte prematura del
neonato infectado con lesiones granulares (OIE, 2004), la invasion en el cerebro en humanos y
la infeccion del sistema nervioso central, se presenta en forma de meningitis, la cual esta
asociada frecuentemente con la presencia de focos infecciosos en el cerebro especialmente en
el tallo cerebral (Torres, 2011).
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Multiplicacién en el higado: Las células de Listeria cruzan la barrera intestinal a través de
linfocitos de la sangre hacia los nddulos linfaticos del bazo y el higado en donde mas del 90%
de bacterias son acumuladas en este érgano y capturadas por las células de Kupffer que son
células propias en el higado, las cuales inician el desarrollo de la inmunidad anti-Listeria
induciendo la proliferacion de linfocitos y la secrecion de algunas proteinas (Gandhi &
Chikindas, 2007).

No todas las células bacterianas son destruidas y su nimero se incrementa en 2 a 5 dias en
organos de ratdn (Cousens & Wing, 2000). Ademas, L. monocytogenes puede invadir los 0jos
y la piel por exposicion directa, la condicion de portador fecal es un factor de riesgo para otros
individuos mas que para el propio portador, ya que pueden convertirse en enfermos si se
presenta un factor desencadenante, por ejemplo gestacion, inmunodepresion entre otras
(Escobedo, 2014).

Figura 4. Propagacion de la listeriosis en humanos
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(Howard & Shen, 2007; Silva, 2011).
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1.1.1.8 Listeriosis clinica o animal
La listeriosis en los animales esta vinculada a la alimentacion es decir que cualquier mamifero,
ademas de las aves, puede estar afectado cuando consume algin alimento contaminado con
Listeria, con certeza el alimento mas implicado en la listeriosis de animales es el ensilado, la
preparacion defectuosa hace que alcance un pH proximo al neutro, en lugar del pH acido
necesario para su conservacion (Luna, 2011), permitiendo la rapida proliferacion de Listeria,
consecuentemente, los animales que mas consumen este tipo de alimento son aquellos que mas
sufren listeriosis, los rumiantes en nuestro pais principalmente el ganado ovino, seguido del

bovino y caprino (Kirvis et al., 2005).

En los animales, las manifestaciones clinicas de la listeriosis incluyen encefalitis, septicemia y
aborto, especialmente en ovejas, cabras y vacas; la forma septicémica es relativamente poco
comun y se produce en el animal recién nacido y se caracteriza por depresion, inapetencia,
fiebre y muerte, la forma encefalica se denomina a veces “enfermedad de los circulos” debido
a la tendencia que provoca al animal dar vueltas en una direccion, y es la manifestacion méas
comun de la enfermedad en los rumiantes, los sintomas comprenden depresion, anorexia,
caida de la cabeza o torcimiento de la cabeza hacia un lado, paréalisis facial y conjuntivitis
(OIE, 2004).

La mucosa intestinal es la via de entrada principal, después de la ingestion oral, en el caso de
una listeriosis septicémica/abortiva, el periodo de incubacion puede ser tan corto como de un
dia, aunque la patogénesis de la listeriosis encefélica esta en controversia, parece que los
microorganismos pueden entrar en las terminaciones nerviosas a través de abrasiones de la
mucosa bucal, los orificios de la nariz, la conjuntiva o los dientes y a continuacion, migran
centripetamente hasta causar una infeccion del sistema nervioso central, el periodo de
incubacion de la forma encefalica es normalmente de 2 a 3 semanas y el curso de la

enfermedad es corto de 1 a 4 dias en rumiantes (OIE, 2004).

1.2 Marco juridico para la prevencion y control de la transmision de L. monocytogenes

hacia alimentos

El procesamiento de los alimentos en Estados Unidos, la Food and Drugs Administration

(FDA) y el United States Deparment of Agricultural (USDA) hacen obligatoria la aplicacion



del analisis de riesgos y control de puntos criticos (HACCP), en la industria alimentaria; no
obstante a nivel de venta, el sistema es voluntario, se sefiala que para hacer frente al riesgo de
la contaminacion por L. monocytogenes en los alimentos, la industria debe establecer un
sistema HACCP con programas de vigilancia para los proveedores, aplicacion de buenas
practicas de higiene, control de la temperatura para la conservacion del alimento y planes

periddicos de monitoreo de L. monocytogenes (Carrascal, Albarracin & Sarmiento, 2007).

Si el patogeno se identifica durante este seguimiento, debe realizarse un rastreo
microbioldgico para determinar la fuente de contaminacion que permita prevenir su
transmision, en relacion con esto, la Comision Europea a traves del Reglamento 2073/2005,
establece dos criterios para el correcto manejo de los alimentos; el primero sefiala como limite
la existencia de 100 UFCg™ de L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo, con
vida Gtil menor o igual a 5 dias; el segundo criterio es de cero tolerancia (ausencia en 25 g) en
alimentos en los cuales la bacteria puede crecer en condiciones de almacenamiento o cuya
vida de anaquel sea mayor 5 dias (OIE, 2004), en Estados Unidos, el criterio es de cero
tolerancia en todos los alimentos desde materias primas hasta productos listos para el consumo
(Uta-Gasanov, Hughes & Hansbro, 2004).

Los paises que contemplan estos criterios, ademas de las medidas para asegurar la inocuidad
alimentaria, exigen el apego de la industria a un marco legal, al sistema HACCP y a
procedimientos de deteccion del patgeno, asi como estimular las buenas practicas para el
manejo de alimentos por parte de los consumidores (Castafieda et al., 2014).

En Mexico, las normas oficiales NOM-091-SSA1-1994 y NOM-121-SSA1-1994 establecen
cero tolerancia en quesos y leche pasteurizada, mientras que en otros alimentos no se aplica
ninguna politica, aunque la Norma Oficial Mexicana, NOM-143-SSA1-1995 contempla los
procedimientos microbioldgicos para la deteccion de L. monocytogenes en los alimentos, no se
han implementado, por parte del gobierno ni de la industria alimentaria, leyes o programas que

regulen la inocuidad de los alimentos en relacion con L. monocytogenes (FAO/OMS, 2004).

Por otro lado, la educacion de la poblacion para el manejo correcto de los alimentos, que
ayude a reducir el riesgo de la infeccion por la bacteria es nula, por lo que la posibilidad de
infeccion y el desarrollo de la enfermedad es mayor (Carrascal et al., 2007).
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La prevencion de esta enfermedad en cabras y su posterior transmision a humanos empieza
desde la granja y continta durante todo el proceso de la elaboracion hasta la seleccion y
manipulacion de alimentos por el consumidor, la presencia de L. monocytogenes es inevitable
en el medio agricola y por esta razon resulta imposible obtener alimentos exentos del
microorganismo, sin embargo la implementacion de diversas practicas como: Buenas Practicas
Agricolas (BPA), Buenas Practicas Ganaderas (BPG), Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), Procedimientos Operativos Estandar de Saneamiento (POES), asi como un HACCP,
pueden reducir el riesgo de la enfermedad en animales, granjas, productos y su transmision

hacia alimentos (Diaz et al., 2015).

1.3 Cabras

La cabra fue de las primeras especies en ser domesticadas, debido a su capacidad de
adaptacion y gran resistencia a ambientes adversos, por su capacidad de ramoneo y por
aprovechar la celulosa, que le permite consumir forrajes de muy baja calidad (Jiménez et al.,
2013).

En la mayoria de las regiones aridas y semiaridas de Africa, Asia y América, la cabra
representa el principal ingreso econdmico de los sistemas de produccién de pequefios
productores de carne, pieles y leche aungue generalmente esta Gltima en pequefias cantidades.
La estrecha relacion entre la tierra, la adaptabilidad y los multiples productos y servicios que
las cabras proveen, son componentes fundamentales para comprender el uso sostenido de las
diversas razas caprinas y le confiere un estatus funcional desde el punto de vista productivo
(Diaz et al., 2015), la produccion de leche de cabras manejada por personas inicié cuando
comenzd la domesticacion y por miles de afios han sido el sustento de la poblacién

particularmente rural (Ramirez, 2007).

1.3.1 Produccion de leche
1.3.1.1 Sistemas de produccion de caprinos
Los sistemas de produccion de leche tienen mayor capacidad de inversién econémica,
educacion formal, y por ende comprensién y uso de la tecnologia (Diaz et al., 2015), estos

sistemas de produccion caprina en el mundo se desarrollan en tres formas:
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a) Extensivos: Este sistema de produccion requiere de grandes extensiones de terreno ya
que las cabras se alimentan pastoreando a voluntad en forma semi-némada o
sedentaria, presenta la ventaja de reducir costos en alimentacién e instalaciones pero
generalmente sus rendimientos productivos son menores.

b) Intensivos: Requieren de instalaciones para una produccion estabulada y de la
provision de concentrados alimenticios de gran valor proteico y energético; presenta la
desventaja de requerir mayores costos, pero facilita el manejo de los animales y se
obtienen mejores indices productivos en produccién de carne y leche.

a) Semi-intensivos: Representa una combinacion de los dos anteriores, los animales
pastorean y ramonean Yy en la tarde-noche los animales se estabulan y se les
proporciona un suplemento alimenticio, requiere la inversion en instalaciones y
alimentos concentrados, generalmente, presenta mejores rendimientos productivos que

en el sistema extensivo.

1.3.1.2 Distribucion mundial de las cabras lecheras

Asia es lider en cuanto al numero de cabras lecheras se refiere, Europa es lider en la
produccion de leche por cabra, alrededor del 80% de las cabras lecheras de Asia se encuentran
en Bangladesh, China, India, iran, Pakistan y Turquia; en Africa los paises de Argelia, Etiopia,
Nigeria, Somalia y Sudan producen cerca del 70% de la leche de cabra, Francia, Grecia y
Espafia producen cerca del 75% de la leche de cabra en el continente europeo. Latinoamérica,
México y Brasil son los mayores productores en la region Norte y Sudameérica; la tabla 6
muestra la produccion de leche de cabra en el mundo (Diaz et al., 2015).

Tabla 6. Produccién de leche de cabra a nivel mundial

Region Produccion | Millones de Lts por cabra
cabezas
Africa 4,308 71.1 41.6
Norte América 158 0.36 178.7
Sudamerica 216 6.6 32.1
Asia 10, 410 108.1 78.2
Europa 2, 536 9.1 250.7
Total 17, 628

(Diaz et al., 2015).
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La leche de cabra y las granjas caprinas han sido poco evaluadas por mucho tiempo y muy
poca especializacion ha sido observada hasta finales de los afios 50, Asia y Europa son los
Unicos continentes en donde la leche de cabra tiene una importancia econémica alta debido
principalmente a la posicion conductora e innovadora para la organizacién y valorizacion de
los productos elaborados con leche de cabra; las principales innovaciones en el manejo de
cabras han sido desarrolladas entre la década de los afios 60 y 80, algunas de ellas son el
ordefio mecénico, control de reproduccion, congelacion de la leche, controles higiénicos y
sanitarios y otras innovaciones en los procesos de elaboracién de quesos (Jiménez et al.,
2013).
1.3.1.3 Produccién de leche caprina en México

En México, la produccién caprina se desarrolla en unas 350,000 unidades de produccion, con
una poblacion cercana a 9 millones de cabezas, que se distribuyen fundamentalmente en
cuatro zonas: Arida y Semiarida 39.7%, Centro-Bajio 21.4%, region mixteca 26.4% y zona
tropical 12.4% (GECC, 2013).

Los sistemas de produccion de leche caprina en América latina comparativamente a los paises
europeos es bajo y las grandes deficiencias y problemas tecnoldgicos que los aguejan
demandan una urgente asistencia por parte de los gobiernos, en donde México destaca en
cuanto a la produccion caprina en comparacion con los otros paises de América Latina, tanto

como por el inventario como por el nivel de produccion de leche.

La produccion de leche de cabra en México, parece ser mucho mas grande que la reportada en
anteriores estadisticas oficiales, mas que cualquier otro animal mamifero de granja, las cabras
son el principal proveedor de productos lacteos y carnicos para la poblacién rural. Por muchas
razones la caprinocultura es muy importante, ya que es un complemento para la familia rural
de bajo ingreso (Ramirez, 2007); la leche de cabra juega un papel fundamental en regiones del
pais, particularmente en la comarca lagunera y la region del Bajio, en donde se encuentran

asentados los dos principales polos de desarrollo de leche caprina en el pais (Diaz et al., 2015).

La mayor parte de los cabritos que se comercializan en México, provienen de razas lecheras,
con una aptitud carnica pobre, de igual forma la mayor parte de las cabras adultas que se

comercializan no son de razas especializadas, sino que provienen de cruzas de genotipos
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criollos con razas lecheras, que han tenido la mayor capacidad de adaptacion a ambientes

adversos (Jiménez et al., 2013).

En México, el ganado caprino lechero se maneja de dos formas: intensiva y extensiva, el
primero esta compuesto en su mayoria por cabras de especie Saanen, alpino francés y/o
Tuggemburg, con altas producciones de leche, Anglo, Nubia y Granadina, presentando un
mosaico de cruzamiento donde los productores han mantenido una mezcla de razas en el que

conservan la rusticidad y reproduccion de leche aceptable (Diaz et al., 2015).

La produccion de leche es una ventana de oportunidad ya que se observa un incremento en el
consumo de productos elaborados con leche caprina, por ello el Consejo Mexicano de
criadores de ganado caprino (Comecapri) considera la posibilidad que en México se

incremente la poblacidn caprina debido a diversas causas como son:

1) El desarrollo de la caprinocultura en casi 23 Estados de la Republica.
2) A que la inversion inicial para iniciar esta actividad es pequefia.
3) A que el ganado es adaptable para zonas con poca disponibilidad de agua y aprovechan

forraje no aceptable para otros rumiantes.

Dicho organismo pretende impulsar la produccion de alimentos con valor agregado elaborados
con leche de cabra como son yogurt, diversos tipos de dulces y helados, asi como desarrollar
mercados para éstos, ademas se contempla la posibilidad de exportacion de productos como

cajeta y quesos a Centro y Sudameérica (Ramirez, 2014).

1.3.2 La leche de cabra
1.3.2.1 Definicion y caracteristicas organolépticas
Se puede definir la leche desde los siguientes puntos de vista:
= Bioldgico: Es la secrecion de las hembras de los mamiferos, cuya mision es la de
satisfacer los requerimientos nutricionales del recién nacido, en sus primeros meses de
vida.
= Legal: Se entiende por leche natural el producto integro no alterado ni adulterado y sin

calostros, proveniente del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las
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hembras mamiferas domésticas sanas y bien alimentadas esta definicion se aplica a las

leches de vaca, cabra y oveja (Barbera & Ascension, 2015).

= Técnico: Sistema en equilibrio, constituido por tres sub-sistemas dispersos: solucion:
(minerales y carbohidratos), emulsion (compuestos grasos) y suspension (compuestos

proteicos), (Lopez et al., 2011).

La leche de cabra debe presentar un color blanco mate; contrariamente a la leche de vaca, la
de cabra no contiene betacarotenos, por lo que la mantequilla derivada de la leche de cabra es
de color blanco; en cuanto al olor percibido es bastante neutro, aunque a veces al final de la
lactancia aparece un olor caracteristico llamado caprico (Diaz, 2002), particularmente posee
un sabor dulzén, agradable; recién ordefiada tiene un sabor neutro; por el contrario, después de
haber sido almacenada en frio, adquiere otro sabor muy caracteristico (Barbera & Ascension,
2015).

En algunos paises anglosajones, el sabor de la leche de cabra es un criterio de calidad, ya que
su comercializacion esta muy extendida particularmente utilizando sus derivados como
alimentos gourmet, en el caso del queso fino de cabra con un aspecto: aspecto limpio, fluida 'y

sin grumos (Bedoya, Rosero & Posada, 2017).

1.3.2.2 Composicién nutricional de la leche de cabra
El conocimiento de los componentes de la leche de cabra es fundamental para el desarrollo de
la industria caprina, ya que finalmente de la calidad nutricional que tenga el producto,
dependeran en gran medida el rendimiento, la productividad y la aceptacion por parte del

consumidor (Flores et al., 2009).

La composicion de la leche de cabra es diferente a la del ganado ovino, bovino y a la leche
humana, puede variar por maltiples factores entre ellos, raza, tipo de alimentacion, medio
ambiente , sistema productivo, etapa de lactancia e inclusive estado sanitario de los animales;

Aun cuando las caracteristicas y composicion de la leche varian, se admiten valores medios o
aceptables para considerarla de buena calidad, tales caracteristicas de la leche de cabra, oveja
y vaca se muestran en la tabla 7; con fines de comparacion se utiliza la leche de vaca y en

ocasiones la de oveja como referencia (Bedoya et al., 2017; Lopez et al., 2011).
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Tabla 7. Variaciones en la composicion nutricional de la leche de diferentes especies.

Componente Cabra Vaca Humana
Sélidos Totales (%) 12.97 12.01 12.5
Ceniza (%) 0.82 0.7 0.2
Mn* (mg) 0.018 0.003 0.026
Ca* (mg) 134 133-132 32
Fe" (mg) 0.05 0.03-1 3
Mg" (mg) 14 - 16 11-13 3
P* (mg) 111 92 14
Na* (mg) 41 -50 40 - 60 15-17
K" (mg) 181 - 204 138 - 152 51-55
Cu* (mg) 0.046 0.02 0.04
Yodo (mg) _ 0.021 0.007
Zn* (mg) 0.3 0.4 0.17
Cloro (mg) 2.2 14 0.45
Lipidos, Total (%) 4.14 3.34 3.8-44
A. grasos saturados (g) 2.67 1.8-2.0 2
A. grasos monoinsaturados (g) 1.11 0.96 1.66
A. grasos polinsaturados () 0.15 0.12 0.5
Colesterol (mg) 10 10 4
Energia KJ 288 257 - 250 291
Carbohidratos (%) 4.45 45-4.7 6.89
Lactosa (g) 3.8-43 49-53 6.98
Vitamina E (mg) 0.07 0.06 0.08
Vitamina D (Ul) 12.000 40.431 4
Vitamina K (ug) 0.3 0.2 0.3
-caroteno (ug) 7 5 7
Acido ascorbico (mg) 1.1-2 0 4-5
Tiamina (mg) 0.05 0.04 0.015
Riboflavina (mg) 0.138 0.18 0.036
Niacina (mg) 0.227 0.107 0.177
Vitamina B6 (mg) 0.05 0.04 0.011
Vitamina B12 (ug) 0.06 0.4 0.045
Retinol (pg) 56 28 60
Vitamina A (ug) 56 30 61-64
Proteina total (%) 3.56 3.29 1.03
Caseinas (Q) 3.49-2.5 2.8 0.4
Agua (9) 87 87.2-88.3 87.43

(Chacdn, 2005; Bedoya et al., 2017).
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1.3.2.3 Leche como materia prima
En México se elaboran principalmente dos tipos de productos a partir de la leche de cabra:
quesos Yy dulces (cajetas, obleas y natillas), en algunos paises como Estados Unidos y Brasil se
comercializa como leche fluida, yogurts (leches fermentadas), helados y cosméticos (Lopez et
al., 2011)

La leche de cabra se convierte en una materia prima que ademas de tener un costo mas bajo de
produccion, en comparacion con otros tipos de leche, posee alto valor nutricional y en lugares
donde se elaboran productos tradicionales o artesanales se le atribuyen algunas propiedades
curativas, es por ello que los productos elaborados a partir de leche de cabra son altamente
consumidos y distribuidos (ver figura 5); el procesamiento de la leche de cabra, puede llegar a
ser una oportunidad para mejorar los ingresos de los productores de cabras al dar valor

agregado a la produccion (Vega et al., 2007; Flores et al., 2009).

Figura 5. Cadena productiva de leche de cabra
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1.4 Prevencion y control por presencia de Listeria en leche de cabra

1.4.1 Bienestar y manejo de las cabras lecheras

Una de las actividades de relevancia en la produccion de leche caprina, son las buenas
practicas de manejo de la cabra lechera, que son una serie de medidas que deben realizarse de
la manera méas adecuada posible, el resultado serd obtener una leche de calidad, por tanto es
conveniente identificar a la cabra de acuerdo a su etapa de produccién, si se encuentra
lactando, seca, tratada o con leche anormal (SAGARPA, 2014); algo que es importante evitar
para fomentar el bienestar del animal es golpear o estresar a las cabras durante el traslado a la
sala de ordefia y durante la ordefia.

El estrés, es una respuesta acumulativa propia de las cabras y su medio ambiente, que tiene
como resultado un efecto severo en el comportamiento y en su fisiologia, por lo tanto, el
medio en el cual habita la cabra lechera debe ser confortable, limpio y seco; la hora de la
ordefia debe ser una rutina consistente y la cabra no deberd esta asustada antes de la ordefia, ya
que el estrés estimula la liberacion de ciertas hormonas (catecolaminas) al torrente sanguineo e
interfieren con la bajada normal de la leche hacia la ubre y pueden reducir la resistencia
natural de la cabra a enfermedades que tienden a bajar sus defensas y favorecer el desarrollo
de microorganismos patogenos (FAO, 2010; SAGARPA 2014).

Otro componente esencial en el plan de prevencion de enfermedades es la vacunacion, la
vacuna prepara al sistema inmune del animal para responder rapidamente a una subsiguiente
infeccion por microorganismos especificos, normalmente virus y bacterias, tambiéen tiende a
reducir la diseminacién de patdgenos causantes de enfermedades, al minimizar el impacto de
la infeccidn en la salud del animal, lo que ayudara a mantener su productividad y reducir la
necesidad de tratamiento; es importante recordar que las vacunas son solamente herramientas,
no son el 100% de prevencion, y las enfermedades pueden ser diseminadas debido al estres,
fallas en las practicas de manejo, alimentacion y un ambiente no recomendado (Pedraza,
2011).
1.4.1.1 Alimentacion

Muchos hablan de las cabras como animales dafiinos ya que comen una gran variedad de
vegetales, plantas, hojas y flores, a pesar de ello, estos animales son muy selectivos al

momento de elegir qué comer; de todas estas fuentes de alimentacion, ellas eligen las partes



mas digestibles y nutritivas, ya sea del forraje o de las ramas, esto debido a que necesitan
mayor cantidad de nutrientes en relacion a su tamafio pequefio y a la alta cantidad de leche que

producen (Pedraza, 2011).

Las cabras en lactancia son los animales a los que mas hay que alimentar, la cantidad y calidad
de alimento individual que se le debe dar a cada cabra depende de la cantidad de leche que
produzca (FAO, 2010). Una buena alimentacion es el factor primordial para una cabra fuerte,
sana y productiva, se sabe que una buena nutricion garantiza entre un 60 y 70% de éxito en la
explotacion, es por eso que es recomendable cubrir las necesidades nutricionales de los
animales dependiendo de su estado fisioldgico: cabras gestantes, cabritos, crias en desarrollo,

etc., en la tabla 8 se describen los alimentos indicados para las cabras (FAO, 2010).

Tabla 8. Alimentos recomendables para caprinos

ALIMENTO APORTE
Leguminosas: alfalfa Proteinas
Pastos secos Fibra y otros nutrientes
Pastos frescos Fibra agua y proteinas
Semillas: maiz, avena y trigo Energia

(Pedraza, 2011).

Teniendo en cuenta el uso final de la leche, el forraje y los piensos destinados a los animales
lecheros no deben introducir directa o indirectamente en ella contaminantes en cantidades que
entrafien un riesgo inaceptable para la salud de los consumidores o afecten negativamente a la
idoneidad de la leche o los productos lacteos. Se ha demostrado que la adquisicion, fabricacion
y manipulacion inadecuadas de los piensos pueden dar lugar a que se introduzcan en los
animales lecheros agentes patdgenos y demas microorganismos que provoquen su
descomposicion (CAC/RCP, 2004).

Es importante conocer el origen de todos los ingredientes destinados a complementar la
alimentacion de la cabra, como por ejemplo aditivos, los cuales interactian con otros
componentes alimenticios y el animal ademas es necesario mantener el alimento destinado

para el consumo de las cabras en un lugar limpio y seco, almacenar todos los quimicos,
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plaguicidas, semillas tratadas, etc., lejos del almacen para evitar que estén en contacto con el
alimento (SAGARPA, 2014).

1.4.1.2 Higiene en el agua para consumo en la granja
En cuanto al agua, las cabras necesitan menos consumo de este liquido que las vacas y ovejas,
es un factor importante en su alimentacién, por lo que es necesario que cuenten con un

bebedero en el lugar de pastoreo para que tomen agua fresca y limpia (Pedraza, 2011).

El agua y otros elementos del medio deben gestionarse de tal manera que se reduzca al
minimo la posibilidad de transmision directa o indirecta de peligros a la leche, el agua
contaminada y por ejemplo, las plagas (como insectos y roedores), las sustancias quimicas y
los ambientes internos y externos donde se alojan y ordefian los animales, pueden también
contaminar los piensos, el equipo o a los animales lecheros. Toda fuente de agua utilizada en
las operaciones de produccién primaria debe ser apta para el uso al que esta destinada y no

debe contribuir a la introduccion de peligros microbioldgicos en la leche (CAC/RCP, 2004).

1.4.2 Higiene del ordefio

El ordefio debe llevarse a cabo de forma que se reduzca al minimo la contaminacién de la
leche producida, la utilizacion de précticas de higiene eficaces durante el ordefio es un
elemento importante del sistema de controles necesarios para producir leche y productos
lacteos inocuos e idoneos; se ha constatado que el no aplicar practicas apropiadas de
saneamiento e higiene personal contribuye a la contaminacion de la leche por
microorganismos indeseables o patdgenos, por agentes quimicos o fisicos peligrosos (FAO
2010).

La leche debe salir por el pezon limpia, libre de impurezas que la contaminen, ya que aunque
se filtre y aparentemente se higienice, las bacterias quedan en la leche, reproduciéndose con
rapidez, contaminandola, disminuyendo su calidad sanitaria, limitando su vida como
alimento, produciendo agriado y reduciendo su tiempo para consumo (también produce malos
efectos sobre la produccion de quesos); la durabilidad de esa leche dependera de la cantidad de

bacterias y de la temperatura ambiente (Nieto, 2012).

En particular, durante toda operacion de ordefio se debera tener en cuenta la necesidad de

reducir al minimo y/o evitar la contaminacién procedente del entorno, y de mantener una
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buena higiene personal (CAC/RCP, 2004). La primera salida de leche de cada pezdn debera
examinarse para detectar anormalidades (PROY NOM-012-Z0O0, 1993).

Es importante desarrollar un programa de deteccion de mastitis y sefalar al personal
responsable de la ordefia los principales sintomas (ubre rojiza, dura y cuartos calientes),
posterior a establecer un sistema de aislamiento al adquirir nuevos animales (cabras o
vientres), hasta conocer su estado de salud general; es conveniente realizar una prueba de

mastitis para evitar la propagacion de dicha enfermedad en el establo (SAGARPA, 2014).

1.4.2.1 Equipo de ordefio y utensilios
El disefio del equipo de ordefio, donde se utilice y los recipientes deben garantizar que no
existan grietas ni entradas que puedan interferir con una limpieza apropiada; se sabe que L.
monocytogenes se adhiere y persiste por lagos periodos en numerosas superficies como vidrio,
madera, porcelana, hierro, plastico e inclusive en el acero inoxidable, relacionandose
directamente con la formacion de biopeliculas, razén por la que el equipo de ordefio, cisternas
y recipientes empleados deben limpiarse y desinfectarse con regularidad y completamente
después de cada operacion de ordefio y secarse cuando proceda, esto para reducir al minimo o

evitar la contaminacion del patdgeno a la leche (CAC/RCP, 2004).

Debe existir un proceso de verificacion periddica para cerciorarse de que el equipo de ordefio
se mantiene en buenas condiciones de funcionamiento, el equipo y los utensilios destinados a
entrar en contacto con la leche como son recipientes, cisternas, entre otros, deben ser faciles de
limpiar y desinfectar, resistentes a la corrosion e incapaces de transferir sustancias extrafas a
la leche en cantidades que entrafien un riesgo para la salud del consumidor (FAO, 2010). La
contaminacion de la leche con detergentes y sanitizantes, permitidos se debe evitar utilizando
productos adecuados Yy siguiendo las instrucciones de uso del fabricante (PROY NOM-012-
Z00, 1994).

1.4.3 Instalaciones
Las instalaciones cerradas o para el alojamiento de las cabras lecheras deben encontrarse en
condiciones limpias, secas y sobretodo satisfacer el bienestar y salud de los animales los
pasillos, superficies de los pisos, altura de las salas de ordefia y el sistema de drenaje, no deben

causar dafio al animal y deben ser de facil mantenimiento, deben estar adecuadamente
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ventiladas y no expuestas a corrientes de aire; los comederos usados para ofrecer el forraje,
concentrado y agua, deben estar construidos y localizados de tal manera que el alimento no sea
desperdiciado o contaminado (SAGARPA, 2014).

En cuanto a las instalaciones abiertas se debe asegurar que los pasillos sean lo suficientemente
amplios para permitir el acceso de los animales, no debe haber grietas o agujeros en los pisos,
ni pasillos con obstaculos o salientes, ya que estos provocan heridas y golpes y esto es muy
peligroso ya que la mayoria de patdégenos encuentran condiciones adecuadas para incidir al
animal; la mala ventilacion concentra el polvo, malos olores y microorganismos en el
ambiente; ademas elevan la temperatura, favoreciendo asi la aparicién de diversas
enfermedades. Construir establos con buena ventilacién contribuye a que recircule el aire
adecuadamente y mantenga las condiciones de temperatura adecuadas en la granja (FAO,
2010).

1.4.3.1 Mantenimiento y limpieza de instalaciones

Las instalaciones, deberdn mantenerse tan secas como sea posible ya que el uso de métodos de
limpieza en seco y la limitacion del empleo de agua en las zonas de elaboracion ayuda a evitar
la difusién de contaminacion a través del agua, se ha constatado que la limpieza en humedo,
da lugar a la contaminacion de los productos lacteos debido a la produccion de aerosoles.
Deben limpiarse adecuadamente todas las superficies de las tuberias y equipos que entran en
contacto con los productos, incluidas las zonas dificiles de limpiar, tales como véalvulas de
desviacion, valvulas de muestreo y los sifones de desagiie de las llenadoras (CAC/RCP, 2004;
FAO 2010).

En el caso de las granjas abiertas se debe de hacer énfasis en el orden y la limpieza y
desinfeccion constante de la granja, ya que los animales deben de estar exentos de cualquier
tipo de contaminante, las heces deben limpiarse constantemente para evitar que los animales
las propaguen y si tienen alguna enfermedad infecciosa ya sea Listeriosis o alguna otra, no se
disemine al ambiente por efecto de las corrientes de aire. Se debe establecer un programa
regular para verificar si la limpieza es adecuada, siempre que sea necesario, todos los equipos
y utensilios usados deberan limpiarse y desinfectarse, enjuagarse con agua potable (a menos
que las instrucciones del fabricante indiquen que el enjuague no sea necesario), escurrirse y
secarse (CAC/RCP, 2004)
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1.4.4 Manejo e inocuidad de la leche
1.4.4.1 Almacenamiento
El elevado contenido de agua, pH cercano al neutro y una gran variedad de nutrientes
disponibles, hacen de la leche sea un producto altamente perecedero y posea excelentes
condiciones para que Listeria monocytogenes y cualquier otro microorganismo se desarrolle;
la leche cruda debe ser enfriada dentro de las 3.5 horas del inicio de la ordefia a una
temperatura que no exceda 5°C y protegida de la luz (SAGARPA, 2014).

Debido a que L. monocytogenes es un microorganismo que puede desarrollarse de manera
lenta bajo esas condiciones de temperatura se deben desarrollar medidas exhaustas, si se
sospecha la presencia de listeriosis en la cabra, ese animal debe someterse a tratamiento y su
leche no sera apta para el consumo. Si no es detectado el problema a tiempo, el
almacenamiento en frio de la leche solamente contribuird a la propagacion del
microorganismo puede desarrollarse a bajas temperaturas y contaminar tanto al manipulador
como a los equipos donde se almacena la leche, ya que es formadora de biopeliculas y estas se

pueden adherir en las orillas de un tanque o recipiente (Becerra, 2013).

Después de la deteccion de leche contaminada por listeriosis se debe desarrollar un plan de
emergencia para el resto de la leche proveniente de cabras sanas, cuando se presente un evento
como:

= Laleche no ha sido enfriada correctamente o almacenada.

= La leche presentd contacto con superficies sucias (CAC/RCP, 2004).

Ademas las buenas practicas del manejo de la leche deberan incluir:
= Laleche no debe ser almacenada por més de 48 horas.
= Revisar la temperatura del tanque frio después de cada ordefia.

= Inspeccionar la limpieza del tanque frio semanalmente y cuando se carezca de un

tanque frio, los recipientes con leche pueden ser enfriados en agua con hielo,
(SAGARPA, 2014).

Las temperaturas diferentes de las mencionadas pueden ser aceptables si tales desviaciones no

determinan un riesgo mayor de peligros microbioldgicos y han sido aceptadas por el que
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recibe la leche, las ha aprobado la autoridad competente y el producto final cumplira de todos

modos los criterios microbioldgicos establecidos en la legislacion vigente (CAC/RCP, 2004).

1.4.4.2 Equipo e instalaciones para el almacenamiento de la leche
El disefio, la construccién, el mantenimiento y la utilizacion de las cisternas y los recipientes
de almacenamiento de la leche deben llevarse a cabo de manera que se evite la introduccién de
contaminantes en la leche y se reduzca al minimo la proliferacién de L. monocytogenes en
ella. Los locales y condiciones de almacenamiento de la leche y los equipos relacionados con
el ordefio y la ubicacion, el disefio, la construccion, el mantenimiento y la utilizacion de las
instalaciones para el almacenamiento de la leche, asi como del equipo relacionado con el
ordefio, deben ser tales que se evite la introduccién de contaminantes en la leche (CAC/RCP,
2004).

1.4.4.3 Controles del tiempo y la temperatura
Desde la produccion de leche hasta los productos finales, todos los productos deberan
almacenarse a la temperatura apropiada y por el tiempo adecuado a fin de reducir al minimo el
crecimiento o desarrollo de peligros para la inocuidad alimentaria y evitar efectos negativos
para la idoneidad de los alimentos en cuestion ya que la leche y los productos lacteos poseen
un contenido de humedad suficiente para la proliferacion de agentes patogenos, el control del
tiempo y la temperatura (CAC/RCP, 2004).

Se constituye una medida de control microbiolégico fundamental para combatir tal
proliferacion durante todo el proceso de elaboracion, desde la manipulacion de la leche hasta
la distribucién y almacenamiento de los productos lacteos perecederos (tales como leche
pasteurizada para consumo, los postres y los quesos blandos, dependiendo de su tiempo de
conservacion). Por ejemplo, en el caso de la leche liquida una temperatura alta (mayor a 10°C)
durante el almacenamiento reducird su tiempo de conservacion (FAO, 2010; (CAC/RCP,
2004).

Cuando la leche de cabra sirve como materia prima destinada a elaboracion de algin producto
derivado, no se recoge ni utiliza dentro de las dos horas que siguen al ordefio, la misma debera
enfriarse a una temperatura igual o inferior a 6°C si se recoge diariamente 0 a una temperatura

igual o inferior a 4°C si no se recoge diariamente (FAO, 2010).
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1.4.5 Personal de la granja
Debe asegurarse que todo el personal que labora en el establo pueda demostrar la capacidad,
habilidades y conocimiento en inocuidad alimenticia; las practicas de higiene personal tienen
como principal objetivo crear conciencia de la importancia de evitar el riesgo de
contaminacion de la leche, y comprenden las reglas de higiene del personal en cada una de las
areas del establo, las que seran colocadas a la vista de todo el personal que labora en la granja,

para que tengan siempre presente las medidas que deben de tomar (SAGARPA, 2014).

El personal encargado de la sala de ordefia y en toda la granja tendra que conocer y ser
capacitado en practicas manejo higiénico de la ordefia, es fundamental establecer programas
de higiene del personal, mediante el uso de equipo de proteccion necesario para evitar la
contaminacion de los productos alimenticios e implementar un plan de capacitacion en la
deteccion de listeriosis, que servird para ayudar con el tratamiento y prevencion de mastitis y
otras enfermedades producidas en la cabra y la proteccion del personal como tal (FAO, 2010).

1.4.6 Control de los peligros alimentarios

La combinacion de medidas de control debe permitir un control eficaz de los peligros
identificados en la leche y los productos lacteos, que deberan adaptarse a las condiciones
higiénicas de la leche y las materias primas empleadas, teniendo en cuenta los riesgos
microbiologicos, causados por la presencia de un patégeno en una granja. Para controlar el
peligro de esta incidencia es necesario escoger las medidas de control y/o combinaciones de
medidas apropiadas para los peligros relativamente probables, y se aplicaran las disposiciones
sanitarias descritas en la NOM-091-SSA1, a fin de reducir al minimo o evitar la probabilidad
de un riesgo para la salud del consumidor (FAO, 2010; NOM-091-SSA1, 1994).

1.4.6.1 ldentificacion y evaluacién de peligros
Deben identificarse todos los riesgos posibles antes de escoger las medidas de control, ya que
constituyen el primer paso del andlisis de peligros, la identificacion debe basarse en las
descripciones iniciales elaboradas en etapas preliminares y en la experiencia, asi como en
informacion externa, datos epidemioldgicos y otros datos histdricos vinculados con el tipo del
alimento a estudio, materias primas e ingredientes utilizados y aquellos que pueden
introducirse durante la elaboracion y distribucién. Para garantizar un enfoque global deben

identificarse la etapa o etapas del proceso de elaboracion, desde la seleccion de los materiales
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hasta la elaboracion y distribucion, en las que puede presentarse o introducirse un riesgo de
incidencia del patogeno al alimento (CAC/RCP, 2004).

Después de evaluar cada peligro potencial se debe determinar la gravedad de la listeriosis y
sus efectos nocivos para la salud y la probabilidad razonable de su presencia; cuando se
determinen que tienen graves consecuencias para la salud publica o que existen mediante
probabilidades razonables de los posibles peligros se deberian controlar mediante el sistema de

medidas de control y buscar acciones para prevenir el problema (FAO, 2010).

1.4.6.2 Seleccion de las medidas de control

Después de la evaluacién de peligros, se deberan seleccionar las medidas de control y las
combinaciones de éstas que prevengan, eliminen o reduzcan los peligros a niveles aceptables.
El siguiente paso en el proceso de analisis de peligros es escoger las medidas de control que
resultaran eficaces para controlarlos, posteriormente deben aplicarse criterios sobre cierta
actividad, para las medidas de control a fin de que tal proceso se aplique de una manera que
responda al rendimiento requerido, es decir, que garantice la aplicacion adecuada de la medida
de control, los criterios deben establecerse en intensidades que aseguren el rendimiento
esperado de las medidas de control, tomando en cuenta las desviaciones normales del proceso
(CAC/RCP, 2004).
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2.1 Objetivos

2.1.1 General

CAPITULO 2. METODOLOGIA

Detectar la presencia de Listeria monocytogenes en leche de cabra proveniente de granjas

productoras, por medio de su aislamiento microbiolégico e identificacién de la especie con

pruebas bioquimicas y cromogénicas, para la propuesta de un plan de prevencion y control de

riesgos de contaminacion a nivel de la granja.

2.2 Materiales y métodos

2.1.2 Particulares

contaminadas.

2.2.1 La muestra

en la normatividad vigente.

Aislar la bacteria Listeria en muestras de leche de cabra mediante la metodologia

descrita en la Norma Internacional 1ISO-11290-1: 1996, para la deteccion de las granjas

Identificar las cepas aisladas sospechosas mediante pruebas bioquimicas y el uso de un
medio cromogeénico especifico, para la confirmacion de Listeria monocytogenes.
Proponer un plan de prevencion y control en granjas caprinas, para reducir el riesgo de

contaminacion por Listeria monocytogenes detectada en la leche de cabra, basdndose

Se estudiaron 61 muestras de leche, cada una proveniente de una cabra distinta; estas muestras

se recolectaron de siete diferentes granjas productoras de leche en las regiones centro y norte

del Estado de Chiapas. Para realizar las pruebas microbiologicas se hicieron mezclas (M), de

aproximadamente 3 muestras de leche por granja, segln se describe en la siguiente tabla.

Tabla 9. Distribucion de las muestras de leche de cabra

MUESTRA | GRANJA | REGION | MUNICIPIO | MEZCLA
165-167 EP Centro Ocozocuautla M1
168-170 EP Centro Ocozocuautla M2
171-173 EP Centro Ocozocuautla M3
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174-176 EP Centro Ocozocuautla M4
177-179 EP Centro Ocozocuautla M5
180-182 EP Centro Ocozocuautla M6
183-185 EP Centro Ocozocuautla M7
185,186 RM Centro Ocozocuautla M8
187-189 LL Centro Ocozocuautla M9
190-192 LL Centro Ocozocuautla M10
193-196 LL Centro Ocozocuautla M11
198-200 SB Norte Reforma M12
201-203 SB Norte Reforma M13
204-206 SB Norte Reforma M14
207-209 DP Norte Raydn M15
210-212 LN Norte Pijijiapan M16
213-215 LN Norte Pijijiapan M17
216-219 LN Norte Pijijiapan M18
220-222 LO Norte Villa Corzo M19
223,224 LO Norte Villa Corzo M20
225,226 LO Norte Villa Corzo M21

2.2.1.1 Reactivacion de la posible presencia de Listeria en agua peptonada

Cada una de las muestras se recibio en tubos, debidamente identificados y cerrados, los cuales

se mantuvieron en congelacion a una temperatura de -7°C.

Para el andlisis se descongelaron las muestras de leche de cabra por medio de refrigeracion a
temperatura de 7°C y posteriormente se realizaron las mezclas (M) de las diferentes leches. Se
reactivaron las posibles Listerias presentes en cada una de las muestras de leche de cabra por
medio de un “primer pre-enriquecimiento no selectivo”, con agua peptonada ya que es muy
probable que se encontraran estresadas y/o dafiadas por la congelacién durante el tiempo de
almacenamiento (NOM-114-SSA1-1994).
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2.2.2 Aislamiento microbioldgico
Se empled el procedimiento gque indica la norma ISO 11290-1 para la deteccion cualitativa de
Listeria (Microbiologia de los alimentos para consumo humano y para animales. método
horizontal para la deteccién y el recuento de Listeria monocytogenes - parte 1, 1996), en las
muestras de leche de cabra de las siete granjas productoras, basado
en el preenriquecimiento y enriquecimiento selectivo de la muestra que permitira restaurar las
células de Listeria dafiadas, a una condicion fisioldgica estable (NOM-114-SSA1-1994).

Los medios utilizados para este paso fueron caldo Selectivo Diferencial Demi Fraser y el
Caldo Fraser ambos con un suplemento de citrato férrico de amonio; todas las especies de
Listeria hidrolizan la esculina contenida en los medios, provocando un oscurecimiento del
caldo debido a la formacion de un compuesto llamado 6,7-dihidroxicumarina, que reacciona
con los iones férricos del suplemento (DIFCO & BBL, 2009).

= Caldos Selectivos y diferenciales
En base a la metodologia descrita en la norma (ISO 11290-1, 1996), se utilizaron 225 mL de
caldo Demi Fraser y 10 mL de caldo selectivo Fraser, ademas de un suplemento de Citrato
férrico de amonio al 0.05%.
Debido a que esta solucion no se puede someter a esterilizacion en autoclave, se hizo pasar por
un filtro de acetato de celulosa con un poro de 0.25 micrones y el filtrado se guardé en un

frasco color ambar y se almacené a una temperatura de 7°C, hasta su inoculacion.

= Medio selectivo y diferencial Oxford modificado

El aislamiento microbioldgico se realizd en placas de medio de cultivo selectivo-diferencial,
Oxford modificado con un suplemento especifico para Listeria constituido por antibidticos
como sulfato de colistina y moxalactam que actian como inhibidores del crecimiento de
levaduras u otros organismos que puedan interferir en su desarrollo (Escobedo, 2014).
Aquellas colonias con morfologia caracteristica de Listeria spp., redonda, café oscuras
(hidrdlisis de esculina positiva), con centro negro, se sembraron en agar Tripticaseina de Soya
(TSA), para su posterior purificacion (NOM-143-SSA1-1995).

Se prepararon placas de medio Oxford modificado, previamente se ajusté a un pH de 7.2 + 0.2

y se llevo a esterilizacion a 121°C por 15 minutos, dejandolo enfriar a temperatura de 45-50°C

38



y se adiciond el contenido del vial del antibiotico, féormula 10/1000 mL, en condiciones

asépticas, para verterlo después en cajas Petri estériles.

= Medio nutritivo TSA
Se prepar6 el medio TSA de acuerdo a las cantidades que establece el fabricante, de igual
manera fue necesario ajustar el pH adicionando gotas de NaOH al 10% y se esteriliz6 a 121°C
durante 15 minutos, después de dejar enfriar el medio a 45-50°C se vertié a cajas Petri

estériles en condiciones asépticas.

2.2.2.1 Siembra, aislamiento y purificacion de cepas sospechosas
Se tomaron 25 mL de la muestra de leche de cabra con agua peptonada (NOM-114-SSA1,
1994) y se agregaron a un matraz con 225 mL del caldo Demi Fraser para su segundo
preenriquecimiento mas 2.5 mL del suplemento de citrato férrico de amonio. Se incub6 a 37°C
por 24 horas. El caldo se podra tornar de amarillo a negro (ver figura 6), si hay posible
presencia de Listerias (DIFCO & BBL, 2009).

Pasado el tiempo de incubacion, se tom6 1 mL del agua peptonada y se transfirio a un tubo
con 10 mL de caldo Fraser mas 0.1 mL de citrato férrico de amonio, incubando a 30°C por 48
horas; pasado el tiempo de incubacién, con ayuda de una asa y en condiciones de esterilidad se
tomd un poco del caldo y se sembro por estria en una placa del medio Oxford y se incubé a
30°C por 24 horas.

Figura 6. Caldo Demi Fraser y ejemplo de placa con medio Oxford

en presencia de Listeria

a) b)

A ( B

-

c) d)
a) Tubo sin indculo; b) tubo con inoculo de L. monocytogenes ATCC 19114; ¢) Placa sin

siembra; d) placa con cepa de L. monocytogenes ATCC 19114.
(DIFCO & BBL, 2009).
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Las colonias tipicas en este medio se observan muy pequefias, redondas, cafés oscuras
(hidrdlisis de esculina positiva), con centro negro (NOM-143-SSA1, 1995), a estas colonias
“sospechosas” que tuvieron estas caracteristicas se les aislaron y purificaron por siembra en

placas de medio TSA a una temperatura de 37°C por 24 horas

Figura 7. Procedimiento general para el aislamiento microbiol6gico de Listeria

Leche de cabra (M)

:

Preenriquecimiento 1

125 mL de agua
peptonada
25 mL de muestra

Incubar a 35°C,
6-8 hrs

Muestra preenriquecida
225 mL de Caldo Demi Fraser
2.25 mL de sumplemento

Incubar a 30°C,
24 hrs

Enriquecimiento

1 mL de DF Incubar a 37°C,
0.1 ml Suplemento 48 hrs
Aislamiento

. Incubar a 37°C,
Medio OX @Q
0.1 mL Suplemento 24 hrs

Seleccidn y Purificacién

4

Agar TSA Incubar a 37 °C,
24 hrs

Cepas sospechosas de Listeria
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2.2.3. ldentificacion mediante pruebas bioquimicas para el género Listeria y la

especie L. monocytogenes

Las colonias presuntivas que se aislaron de los medios selectivos/diferenciales, pueden
identificarse como Listeria monocytogenes después de caracterizarlas bioquimicamente para
confirmar que corresponden a este género; se realizaron una serie de pruebas bioguimicas
basicas como Tincion de Gram y su confirmacion con el reactivo KOH, y las pruebas basicas
Catalasa y Oxidasa; debido a que Listeria tiene caracteristicas morfoldgicas similares a otros
géneros como Corynebacterium y Erysipelothrix es necesario realizar algunas otras pruebas
bioquimicas para diferenciarlas entre si, teniendo cuidado de utilizar cepas con un tiempo no
mayor de 24 horas desde su crecimiento, dado que se pueden obtener resultados falsos
negativos (Mac Faddin, 2003; Escobedo, 2014).

2.2.3.1 Tincion de Gram
La tincion de Gram es usada para clasificar bacterias sobre la base de sus morfologias
celulares (cocos, bacilos y cocobacilos) y la reaccién de coloracién diferencial de Gram
(color) (Koneman & Allen, 2008).

Se prepard un frotis para tincién de un cultivo de 18 a 24 horas de crecimiento de las colonias,
se fijo al calor y se dejo enfriar para afiadir después una gota de solucién de cristal violeta y
retirar después de 30 segundos mediante un lavado con agua; se agreg6 solucién de lugol y se
decantd transcurridos 30 segundos, el frotis fue decolorado con alcohol-acetona durante 3
segundos y después lavado con agua para ponerse en contacto 30 segundos con el colorante de
contraste (safranina), el cual fue retirado por lavado con agua y se dejo secar (Alvarez &
Mendoza, 2005).

Se examind el frotis tefiido, en el microscopio bajo el objetivo de inmersién a 100x, para
identificar su morfologia agregando antes unas gotas de aceite de inmersion; las bacterias
Gram positivas se tifien de color azul obscuro; las bacterias Gram negativas se visualizan de

color rosa o rojo.
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2.2.3.2 Confirmacion del Gram con KOH
Esta técnica confirma el Gram positivo (G+) o negativo (G-) en virtud de la pared celular al
reaccionar con una solucion alcalina diluida de Hidroxido de potasio (KOH) al 3% (Escobedo,
2014).

En un portaobjetos se puso una gota de KOH y una asada del cultivo puro reciente con menos
de 24 horas de crecimiento, se mezclé durante unos segundos y se levanté muy ligeramente el
asa. Si se forma de un hilo, la reaccion se considera positiva, esto significa que la bacteria
pertenece al grupo de bacterias G-, mientras que las bacterias que no se aglutinaron, se
consideraron como G+ (Koneman & Allen, 2008); en este caso Listeria es Gram positiva y no

se aglutina en el portaobjetos, al adicionar el KOH.

2.2.3.3 Prueba de Catalasa
La enzima catalasa interviene en la degradacién del peroxido de hidrégeno (H,0,) en oxigeno
y agua; la presencia de la enzima en un aislamiento bacteriano se evidencia cuando se pone en
contacto una colonia de la bacteria con una gota de H,O,, debido a que éste un compuesto muy
oxidante, las bacterias liberan esta enzima provocando la descomposicién del H,O, en agua y
la formacion rapida de burbujas de oxigeno (Ramirez, 2007).

H,O, — H,O + % 0O,

Para esta técnica se agregaron unas gotas de perdxido de hidrégeno al 3% en un portaobjetos y
tomando con un palillo un poco de la colonia sospechosa la cual no debia tener un tiempo de
crecimiento mayor a 24 horas; se mezclo con el peroxido y se observo la reaccion durante 20-
30 segundos; la prueba se considera como positiva si se observa una formacion de burbujas
que corresponden a la generacion de oxigeno debido a la presencia de la enzima (Ramirez,
2007).

2.2.3.4 Prueba de Oxidasa
Esta prueba se hizo para demostrar la presencia de citocromo oxidasa bacteriana una enzima
que oxida el citocromo C de la cadena transportadora de e-, mediante el empleo de la
oxidacion del sustrato conocido como dihidroclorhidrato-tetrametil-pfenilendiamina a
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indofenol, como producto final, para Listeria debera observarse un cambio de color a purpura
obscuro (Forbes, Sahm & Weissfeld, 2004).

Se colocé sobre un papel filtro 3 gotas de dihidroclorhidrato-tetrametil-pfenilendiamina y con
un palillo se extendi6 la colonia de la bacteria sobre el papel impregnado, transcurridos 30
segundos, se observo si ocurrié algun cambio de color. La prueba es positiva cuando toma un

color parpura la muestra.

2.2.3.5 Prueba de OF (Oxidacién-Fermentacion)
Las bacterias utilizan los carbohidratos por dos procesos: oxidacion y fermentacion, algunas
bacterias son capaces de metabolizar un carbohidrato (manifestada por la produccion de
acido), solo en condiciones aerobicas; otras producen &cido tanto en condiciones aerdbicas
como en anaerobicas; la fermentacion es un proceso anaerébico y los fermentadores

bacterianos de un carbohidrato son por lo general anaerobios facultativos.

El medio utilizado para esta prueba es el OF Hugh y Leifson, el cual contiene una gran
cantidad de carbohidratos y baja concentracion de peptona, para evitar que un microorganismo
aerobio utilice la peptona y produzca asi condiciones alcalinas que neutralizan la mas ligera

acidez producida por un organismo oxidativo (Alvarez & Mendoza, 2005).

El medio que se utilizo es el OF con glucosa al 1%, se inocularon por picadura un poco de la
cepa sospechosa en dos tubos, uno abierto: sin glicerol y uno cerrado: con glicerol, se llevo a

incubacion a 35°C durante 48 horas y se observaron los resultados.

2.2.3.6 Prueba de Voges-Proskauer (VP)
El acido piravico formado durante la degradacion fermentativa de la glucosa es metabolizado
por diferentes vias, produciendo grandes cantidades de é&cido, a partir del carbohidrato
empleado como sustrato (Alvarez & Mendoza, 2005). La prueba ayudo para la diferenciacion
de especies; las que producen acidos mixtos en el caso de L. monocytogenes de otras especies
qgue no, como Corynebacterium y otras, para observar la reaccién se adiciona un reactivo
indicador llamado a-naftol en etanol al 5% (Mac Faddin, 2003).

Se inoculd un tubo de caldo RM/VP con el cultivo puro de crecimiento menor a 24 horas, y se
afiadieron 0.6 mL de a-naftol al 5% y 0.2 mL de KOH al 40%. Es importante adicionar los
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reactivos en ese orden, agitando el tubo cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico y dejarlo reposar de 10 a 15 minutos; una prueba positiva esta indicada por el

desarrollo de un color rojo en la superficie del medio (Alvarez & Mendoza, 2005).

2.2.3.7 Prueba de Ureasa
La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con la descomposicion de los
compuestos organicos, hay dos tipos de enzimas constitutivas o adaptativas; la ureasa es
considerada constitutiva debido a que es sintetizada por ciertas bacterias sin tomar en

consideracion la presencia o la ausencia de un sustrato, la urea.

La prueba consiste en determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizarla en dos
moléculas de amoniaco por la accion de la enzima ureasa, con la resultante alcalinidad. Para el
caso del género Listeria, la prueba es negativa es decir, el indicador que contiene el caldo (rojo

fenol), debera quedar de color rosado-rojo (Mac Faddin, 2003).

Se utilizo el caldo urea de Stuart y se esterilizd por filtracion en filtro de acetato de celulosa
con un poro de 0.22 micrones, después se tomd una asada de cada una de las cepas

sospechosas y se inoculd en el caldo, se incub6 a 37°C durante 24 horas.

2.2.3.8 Pruebas de fermentacion de carbohidratos
Determinan la capacidad de un microorganismo para fermentar u oxidar (degradar) un hidrato
de carbono especifico incorporado en un medio basal y producir &cido o &cido con gas visible,
las bacterias que fermentan un hidrato de carbono por lo comdn son anaerobias facultativas

como es el caso de Listeria (Mac Faddin, 2003).

Se inocularon cada uno tubos con las cepas sospechosas de Listeria para identificar sus
especies, cada tubo contenia 2 mL de caldo rojo fenol con los carbohidratos: manitol, lactosa y
xilosa al 5% y Salicina al 1%, incubando los tubos a 35°C en aerobiosis hasta 7 dias, se
observo el vire del indicador a una coloracion amarilla para una prueba positiva o produccion
de acido y rosa si es negativa (NOM-143-SSA1, 1995).
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Figura 8. Procedimiento general para la identificacion del genero Listeria y sus especies
(NOM-143-SSA1, 1995; Mac Faddin, 2003; Forbes et al, 2004; Alvarez & Mendoza, 2005).
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2.2.4 Confirmacién de la especie: Prueba con medio cromogénico especifico para

Listerias: BBL™ CHROMagar ™ Listeria
Esta prueba utiliza un medio especifico utilizado para la confirmacion de la especie L.
monocytogenes ya que la diferencia de L. innocua la especie mas parecida en cuanto a
caracteristicas bioquimicas. Este es un método rapido utilizado para comprobar las especies de
diferentes microorganismos patogenos; se denomina medio “cromogénico” debido a que
contiene una mezcla de cromogenos elaborados a partir de sustratos artificiales que liberan
compuestos que al ser degradados por enzimas microbianas especificas, que garantizan la
diferenciacion visual de ciertas especies microbianas (CHROMagar ™, 2016).

CHROMagar™ Listeria reacciona de dos formas, la primera es expresada por medio de una
coloracion rosa de las colonias generadas por una reaccion enzimatica producida solo por dos
especies: L. monocytogenes y L. innocua y el cromdgeno contenido en el medio de cultivo; la
segunda reaccion se lleva a cabo por sustratos fosfolipidicos como la fosfolipasa C fosfatidil-
inositol (PI-PLC) y C-fosfatidil-colina fosfolipasa (PC-PLC), (ver figura 9), producidas por L.
monocytogenes y L. ivanovii las cuales intervienen en el proceso de virulencia, generando la
formacién de un “halo” blanco alrededor de la colonia (AFNOR CHROMagar™ Listeria,
2009), es por ello que este método permite diferenciar y comprobar de manera efectiva las

especies de Listeria.

Es un método rdpido que es muy utilizado por industrias de alimentos y bebidas para
confirmar especies de patégenos que muchas veces por métodos tradicionales suelen ser méas

tardados y ocupar mas espacio.

Las principales ventajas de este método son:

= Sensibilidad: todas las cepas de Listeria monocytogenes son caracteristicas a las 24

horas de incubacion.
= Especificidad: otras bacterias distintas a L. monocytogenes son incoloras o sin halo.
= Selectividad: alto grado de inhibicién de la flora contaminante secundaria.

= Fécil lectura e identificacion sencilla (CHROMagar™, 2016).
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Figura 9. Reaccién de color de CHROMagar BBL™ Listeria
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Fosfolipasa para L. monocytogenes: L-a-fosfatidilindostol-fosfolipasa-C (P1-PLC); para L.
ivanovii: C-fosfatidilcolina-fosfolipasa (PC-PLC). (AFNOR CHROMagar™ Listeria, 2009;
CHROMagar™, 2016).

Figura 10. Aspecto tipico de las colonias en CHROMagar ™ para la confirmacion de

especies de Listeria; izquierda Listeria monocytogenes, central Listeria innocua, derecha
Listeria ivanovii (CHROMagar™, 2016).

Se prepararon las placas de CHROMagar™ Listeria de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Una vez obtenidas dichas placas, se tomaron asadas de las colonias confirmadas
por las pruebas bioquimicas mencionadas anteriormente, sembrando las colonias aisladas por

estria en el medio cromogénico y posteriormente se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C,



evitando la exposicion de las placas a la luz. La lectura de las caracteristicas de las colonias se

realizd de acuerdo a las especificaciones del fabricante (ver figura 11).

Figura 11. Interpretacién de resultados para medio cromogénico
BBL™ CHROMagar Listeria

CHROMagar* Identificacion Listeria

A4
Incubacion de 18-24 Hrs a 37°C
A4 A4
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blanca “malva”

Listeria
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Listeria
innocua

Rodeada por
«halo» blanco

Listeria
ivannovii

Listeria
monocytogenes

(CHROMagar™, 2016).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Resultados del Objetivo particular 1

3.1.1 Aislamiento microbiolégico de Listeria monocytogenes
Al realizar la reactivacion de las células en el primer preenriquecimiento, se pudo fomentar la
multiplicacién de las mismas, ya que el agua peptonada para las muestras de leche de cabra
brindo las condiciones fisioldgicas idoneas para las células dafiadas, acondicionandolas y
prepardndolas para el analisis. Esto se comprueba porque al realizar un pretratamiento

directamente con Demi Fraser y no hubo cambios de coloracion en el medio.

Después del tiempo de incubacion de las Listerias en el agua peptonada, se continuo con la
inoculacion en el caldo Demi Fraser (segundo pretratamiento) y posteriormente en el
enriquecimiento con Fraser, dado que estos caldos poseen inhibidores de bacterias
contaminantes que interfieren en la reproduccion répida de las listerias (compitiendo con ella
por el sustrato del medio) (Ramirez, 2006) y dada su presencia degradaron la esculina
haciendo que ambos caldos se tornaron de color amarillo a negro (ver figura 12), para después

aislarlas en las placas de medio Oxford.

Figura 12. Reaccion de esculina positiva en Demi Fraser

g 1

Se seleccionaron solo las colonias que al visualizar en el medio Oxford Modificado (ver figura
13), presentaron un color blanco-grisaceo, forma redonda y diminuta, que ademas formaron un
halo negro o café muy obscuro en su alrededor. Listeria, tiene la capacidad de hidrolizar el
glucdsido esculina (que forma parte de la formula del medio de cultivo) a esculetina y glucosa

en presencia de bilis generando tal oscurecimiento del medio (Escobedo, 2014).
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Figura 13. Colonias sospechosas de Listeria en medio OXFORD.

Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias de Listeria se observaron mas detalladas al
purificarlas en medio TSA (ver figura 14), en donde ademés se observaron los bordes enteros

de las colonias y se pudieron separar para poder identificarlas.

Figura 14. Colonias sospechosas en medio TSA.

Se aislaron en total 183 cepas sospechosas de las 21 mezclas de leche; todos los aislamientos
se conservaron en cajas de Petri con agar TSA (ver figura 15) y se almacenaron a una

temperatura de 7°C.

Figura 15. Cepas aisladas en agar TSA.
e r’”“:" ) - o 3 =
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En la tabla 10 se muestran el total de cepas aisladas por granja y por mezcla de leche, cabe
mencionar que dichas cepas tenian caracteristicas diferentes algunas eran de color blanco
brillantes, otras opacas y mas obscuras, pero se seleccionaron aquellas que hicieran virar el
medio Oxford, tal como lo indica el procedimiento de la NOM-143-SSA1-1667.

Tabla 10. Aislamientos sospechosos de Listeria a partir de muestras de leche de cabra

Granja Mezclas Aislamientos Total Porcentaje de
por mezcla por granja incidencia

M1 32
M2 0
M3 28

EP M4 0 100 55 %
M5 32
M6 0
M7 8

RM M8 0 0 0%
M9 32

LL M10 0 40 22%
M11 0
M12 8

SB M13 14 26 14%
M14 12

DP M15 1 1 0%
M16 0

LN M17 0 0 0%
M18 0
M19 0

LO M20 5 16 9%
M21 11

TOTAL 183 183 100%

La granja que tuvo mayor nimero de aislamientos sospechosos fue “EP” obteniendo 100
cepas sospechosas (el 55%), la segunda granja nombrada como “LL”, con 40 aislamientos (el
22% de cepas aisladas) y la granja “SB” con 26 aislamientos sospechosos (14%). Del resto de
las granjas: “DP”, “LN” y “RM”, no se obtuvieron cepas sospechosas de Listeria, por lo cual
se descartan estas granjas para la siguiente etapa del analisis, determinando asi que estas

Gltimas tres granjas caprinas no tienen problemas de listeriosis en sus animales.



3.2 Resultados del objetivo particular 2

3.2.1 Identificacién del género
Todas las cepas sospechosas fueron sometidas a pruebas bioquimicas primarias de tincion de
Gram, su confirmacién con KOH, oxidasa y catalasa, para descartar las cepas que no
pertenezcan al género Listeria, obteniendo en esta primera etapa 60 cepas aisladas (32.78%),
para identificarlas y diferenciarlas de otro género como es el caso del Corynebacterium, que
no se descart6 con las pruebas anteriores debido a que es muy semejante a Listeria y tienen las
mismas caracteristicas morfoldgicas (Ray, 2004), se realizaron las pruebas de identificacion:
Oxidacién-Fermentacion (OF), Voges Proskauer y Ureasa, para obtener solo las cepas que si

pertenecieran a Listeria spp.

Tabla 11. Resultados de las pruebas bioquimicas para la seleccion de las cepas
sospechosas de Listeria

Prueba Positiva (+) listeria Reaccion
Voges
Proskauer . Formacion de anillo rojo-naranja la
(VP) . superficie del medio.
4 . — Vire del indicador del tubo de OF
Oxidacion-

Fermentacion
(OF)

iy s cerrado debido a la produccion de
o gas en su interior y fermentacion
’ aerobia en el tubo abierto

Negativa (-) Listeria

Ureasa Débil color “salmoén”, en todo el

caldo

(McFaddin, 2003; Barrow & Feltham, 2003).
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A partir de estas pruebas se obtuvieron solo 17 cepas que pertenecieron al género Listeria, lo
cual representa el 9.8 % del total que se aislaron en un principio; debido a la serie de pruebas
bioquimicas realizadas se encontr6 que ademas de Listeria habia presencia de
Corynebacterium (en un 22.98%), de diferentes especies como C. matruchotti, C. vitarumen y
C. aquiaticum, algunas saprofitas y otras provenientes del animal y/o el ambiente como suelo
y agua. Al igual que L. monocytogenes que es muy ubicua y patdgena, estas bacterias pueden
ser causantes de graves infecciones en los animales, por ejemplo mastitis y contaminar la
leche ademés de propagarse en el ambiente, enfermar a otras cabras y transmitirse al ser
humano (Brook, 2003).

3.2.2 Identificacion y confirmacion de la especie L. monocytogenes
3.2.2.1 Pruebas bioguimicas: fermentacion de carbohidratos
Para la identificacion de la especie en estudio L. monocytogenes, se clasificaron las 17 cepas
de Listeria asignandoles una letra para su analisis, para las pruebas de fermentacion de los
siguientes azucares: Manitol, Lactosa, Salicina y Xilosa, las cuales se eligieron para
diferenciar L. monocytogenes de las demas especies: L. ivanovii, L. inocua, L. welshimeri, L.

seeligeri, L. grayi y L. murrayi (Escobedo, 2014; Mac Faddin, 2003).

Las pruebas bioquimicas de fermentacion de carbohidratos, se utilizan para determinar la
capacidad que tienen algunas bacterias para usar estos carbohidratos como fuente de energia,
el medio de cultivo contiene otros constituyentes para el crecimiento tales como fuente de
nitrégeno y minerales como sodio el cual fomenta la produccion de nuevas células (Mac
Faddin, 2003).

Se consideraron negativas (-), debido a que el indicador rojo de fenol no viré el medio de
cultivo a un color rosa-rojo, a un pH alcalino de 7.4, lo cual indic6 que no hay produccion de
acido (el microorganismo no degradé el azlcar) y positiva (+) cuando el indicador viré a color
amarillo a pH de 6.8 o menos, indicando la produccion de é&cido debido a que el

microorganismo utilizo los azucares del medio para su metabolismo (ver figura 16).
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Figura 16. Reacciones de pruebas de carbohidratos para la identificacion de
L. monocytogenes.

Derecha, (NR) sin reaccion; centro, reaccion positiva; izquierda, reaccion negativa.

Después de comparar dichas reacciones y conforme datos bibliograficos se logran descartar 3
cepas en donde las reacciones de fermentacion de carbohidratos ocurridas, no correspondieron
a ninguna especie de Listeria, obteniendo solo 14 cepas que cumplieron con todas las pruebas

primarias y secundarias para su identificacion. Los resultados se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Identificacidn de las diferentes especies de Listeria mediante

prueba de fermentacion de carbohidratos

Muestra | Cepa | Manitol | Lactosa | Salicina | Xilosa Especie
M1 A - + + - L. innocua
M1 B - + + - L. monocytogenes
M4 C - + + - L. monocytogenes
M4 D - + + - L. monocytogenes
M4 E - + + - L. monocytogenes
M5 F - + + -V L. innocua
M5 G - + + - L. monocytogenes
M5 H + + + - L. grayi
M5 | - + + - L. monocytogenes
M5 J - + + - L. monocytogenes
M9 K - + + - L. monocytogenes
M9 L - + + + No pertenece al género
M12 M - + + - L. monocytogenes
M12 N - - - L. seeligieri; L welshimeri
M14 O + - - - No pertenece al género
M14 P - + + - L. monocytogenes
M14 Q + + + + No pertenece al género
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3.2.3 Confirmacion de las especies mediante la prueba con medio cromogénico especifico
para Listerias: BBL™ CHROMagar™ Listeria

Se sembraron las 14 cepas identificadas como L. monocytogenes, para su confirmacion por
medio de las caracteristicas que formaron las colonias en las placas de medio cromogénico

especifico y asi diferenciar las especies.

La interpretacién de los resultados de las placas de medio cromogénico se llevé a cabo como
lo establece el fabricante (ver la figura 11), el cual de acuerdo a la coloracién (rosa o blanca)
de las colonias y si hubo o no formacién del precipitado en forma de Halo alrededor de las
mismas, confirmaria las especies monocytogenes, innocua, seeligieri e ivanovii, para dicha

prueba.

Transcurrido el tiempo de incubacién de las placas de medio cromogénico, se observaron las
caracteristicas de cada una de las colonias, las cuales efectivamente presentaron una
coloracion rosa malva (ver figura 17), lo cual describe que las 14 cepas son Listeria; 10 cepas
tuvieron formacion del halo alrededor de la colonia, el resto no lo formaron; esto se compar6
con una cepa de referencia de Listeria monocytogenes (ATCC 43249), que de igual manera se

sembrd en las placas de medio cromogénico.

La prueba también permitié conocer que en una cepa habia dos especies juntas, cuales no se
pudieron distinguir ampliamente ya que las pruebas bioguimicas para estas dos especies son
muy similares, el medio permitié observar colonias rosas malva con un muy ligero halo en
algunas partes de los bordes y en otras un halo mas ancho, los cual significa que la cepa esta
compuesta por ambas bacterias que no pudieron seleccionarse o al momento de la siembra en

el medio cromogénico pudieron haberse juntado.

Se lleg6 a la conclusion que se tratan de las especies L monocytogenes y L. innocua, ambas
conformaban la misma cepa, lo que significa que alguna muestra cuenta con estas dos especies
que no pudieron ser separadas por el método de siembra tradicional, la primera que es

patogena y la segunda que posiblemente se encontraba de manera saprofita en la leche.
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Figura 17. Crecimiento de las colonias de Listeria y ATCC 43249 en el medio Cromogeénico.

Los resultados de la interpretacion de las cepas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 13. Resultados de la prueba de confirmacion con medio cromogénico

Granja | Muestra | Cepa Especie Colonia Formada
Confirmada
EP M1 A L. innocua Colonia color blanco sin halo
EP M1 B L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M4 C L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M4 D L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M4 E L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M5 F L. innocua Colonia color blanco sin halo
EP M5 G L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M5 I L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
EP M5 J L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
LL M9 K L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
SB M12 M L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
SB M12 N L. seeligieri; Colonia blanca sin halo
L welshimeri
SB M14 P L. monocytogenes | Colonia rosa malva con halo
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3.3 Resultados del objetivo particular 3

3.3.1 Propuesta de plan de control y prevencion de riesgos por la presencia de L.
monocytogenes
Un plan de control y prevencion constituye una base en la organizacion de algunos sistemas

de control de la inocuidad de los alimentos; cuando sea posible y préctico, estos sistemas
deben incluir la evaluacién de riesgos, basada en la peligrosidad de un agente especifico, con

la finalidad de desarrollar una serie de medidas para el control de un riesgo (FAO, 2016).

3.3.1.1 Presentacion del plan
Después de confirmar la presencia de L. monocytogenes en las muestras de leche de cabra
analizadas y evaluando los riesgos y el impacto que tiene la enfermedad sobre la salud
publica ademas las pérdidas econémicas que genera para una granja productora de leche
caprina, se da a conocer una propuesta de un plan basado en la normatividad nacional e
internacional para la de prevencion de listeriosis en granjas de produccién intensiva y semi-
intensiva, el cual ayudard a mantener la inocuidad en el establo, prevenir y evitar un peligro
de contaminacion del patdégeno a la leche, animales y granja en general asi como el
establecimiento de un control para reducir estos riesgos. Este plan consta de 5 etapas (ver
figura 18).
Figura 18. Etapas del plan de control y prevencion de riesgos para granjas caprinas
Inicio

MNuestrales alcances del plan
Indica a quien va dirigido

/ (Asigna responsables).

Continuidad v seguimiento

Etapa donde finaliza una primera Analisis situacional
Analizalas condiciones

de la granja v determina
el tipo de riesgo en gque se

implementacion las acciones v
busca dar un seguimiento aun
contolade el riesgo.

encuentra.
Evaluacion Implementacion del plan
Realizar la evaluacion periadica Propone acciones preventivas
delas condiciones para comparar | correctivas para las granjas
v encontrar mas oportunidadesde con problemas de incidencia
mejora de la bacteria.
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3.3.1.2 Inicio

La propuesta de plan de control y prevencion de riesgos por L. monocytogenes, contiene una
serie de acciones para incrementar la inocuidad en la granja, esta propuesta va enfocada a
todo el personal que labora en ella: operarios, ganaderos, veterinarios, visitantes y personal
dedicado en la elaboracién de productos derivados de la leche, con el fin de ser un material
de apoyo para que evallen las condiciones del lugar y encuentren puntos donde pueden verse
afectados por la contaminacion del patdgeno, para que en caso de un brote de listeriosis se
pueda controlar evitando la propagacion del patégeno a los demas animales, a la materia

primay al personal involucrado.

3.3.1.3 Andlisis situacional
El primer paso es llevar a cabo la evaluacion de las condiciones en las que se encuentra la
granja caprina, se recomienda el uso de una lista de verificacion que permita valorar el estado
general de los animales, el proceso de ordefio, las instalaciones y el almacenamiento de la
leche. La lista de verificacion (anexo A) es una de las formas mas objetivas de valorar el

estado de aquello que se somete a control.

La lista de verificacion se elabord con base a:
= Manual de leche de cabras y sanidad (SAGARPA, 2014).
= Evaluacion de la Calidad en la Canal Caprina (INIFAP, 2003)
= Manual de buenas préacticas de ordefio (FAO, 2012).

= NOM-061-Z0O0-1994. Especificaciones zoosanitarias de los productos alimenticios
para consumo animal.

= NOM-091-SSA1-1994. Bienes y servicios. Leche pasteurizada de vaca. Disposiciones
y especificaciones sanitarias.

La evaluacion se llevara a cabo conforme al puntaje descrito en la tabla 14, que permitira
clasificar las condiciones en las que se encuentra la granja y efectuar las medidas

correspondientes.
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Tabla 14. Criterio de evaluacion para la lista de verificacion aplicada a las granjas caprinas
productoras de leche

Condicion Puntuacion Evaluacion Acciones
Excelente >95% Es importante dar un seguimiento
y vigilar cada uno de los criterios,
Sin riesgo aunque la puntuacion es alta no
Muy buena 85-94.99% aparente se descarta que pueda originarse
un evento.

Las condiciones en la granja son
buenas sin embargo tiene areas
Buena 75-84.99% Riesgo reducido de oportunidad donde efectuar las
acciones correctivas
correspondientes

Regular 65-74.99% | Riesgo controlable Tiene algunas fallas que deben
mejorarse oportunamente.

Se deben establecer
inmediatamente las acciones
Mala <64.99% Riesgo critico correspondientes del plan para
evitar que el riesgo aumente.

(Cruz, 2014)

3.3.1.3 Implementacion del plan
Dentro de las estrategias que conforman el plan de control y prevencion de riesgos, se
proponen las siguientes medidas que involucran a toda actividad dentro de la granja, con el
fin de que se implementen de manera inmediata, para controlar el riesgo en caso de que la
evaluacién de la granja lo indique. Y como medidas preventivas para las granjas que se

encuentren en excelentes 0 muy buenas condiciones.

Manejo del ganado caprino

Se deben de considerar medidas de bienestar animal, con el fin de proporcionar un ambiente
adecuado para la crianza y vivienda de las cabras en las granjas, el resultado sera que el
animal cuente con condiciones aptas de salud y por lo tanto sea menos propenso a sufrir de
enfermedades entre ellas la listeriosis, que principalmente incide en animales en condiciones
vulnerables, ademas de tener un control en el ganado y en el proceso de obtencidon de la leche
(SAGARPA, 2014)
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Ganado caprino

en general

= Distribuir al ganado caprino en los establos, de acuerdo a la actividad
destinada: Cabras lecheras, para carne, doble proposito (carne y
leche), la finalidad es ubicar a cada animal y en caso de alguna
incidencia pueda actuar de manera inmediata.

= Identificar a las cabras de acuerdo a su posicion y ubicacién dentro
de la granja incluyendo el nombre del responsable o ganadero. La
manera mas adecuada es colocar a la cabra un sello plastico en la
oreja, donde venga la informacién basica de la cabra asi como un
namero de identificacion.

= Con el fin de tener un control documental de cada uno de los
animales que se encuentran en la granja caprina y la relacion con su
origen y actividad destinada, se recomienda elaborar un formato que
contenga dicha informacién el documento propuesto se presenta en el

anexo B.

Caprinos con

listeriosis

Se deben aplicar a todo aquel animal que tenga los sintomas de

enfermedad como se describe en el anexo C.

= Aislar a la cabra con listeriosis del resto, llevandola a un espacio en
la granja alejado de las otras cabras, ya que el patdgeno contagia a la
cabra por via oral y/o fecal de manera muy rapida.

= Medir su temperatura corporal y llevar un plan de tratamiento de
acuerdo a los sintomas y comportamiento (Anexo D).

= Limpiar inmediatamente la zona donde se encontraba la cabra,
recoger el ensilado con ayuda de un utensilio facil de sanitizar. Para
este caso, el operario debe portar guantes, cubre bocas, mandil y
botas, ya que las fuentes de contaminacion del patdgeno a la cabra
son variadas.

= Revisar de inmediato el resto de los animales que se encuentren cerca
ya que pudieron haber estado expuestos en algun instante al
patogeno, las cabras pueden ser asintomaticas y durante periodos de

estrés, desarrollar la enfermedad y liberar grandes cantidades de los
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microorganismos en las heces (Alvarez, Tenorio & Bernal, 2015).
En el caso de las cabras prefiadas, en lactancia, cabritas y animales de
nueva adquisicion, se debe hacer énfasis en la limpieza y sanitizacion
de la zona del establo en donde se encuentren, ya que son los
animales con mayor susceptibilidad al contagio (Diaz et al., 2015).
El animal infectado debe revisarse de manera inmediata por un

médico veterinario que administrara el tratamiento necesario.

Tratamiento de
cabras con

listeriosis

Clortetraciclina, por via intravenosa en dosis de 10 mg/gr de peso por
dia durante 5 dias, siendo efectiva para la encefalitis en ganado.

Tetraciclinas, cloranfenicol y penicilinas, aunque su sensibilidad
puede variar entre sus cepas; el tratamiento con tetraciclinas, es
eficaz para la infeccién pero no suele resultar practico cuando las
lesiones han alcanzado un cierto desarrollo, ya que en las cabras

persisten secuelas irreversibles (Diaz et al., 2015).

Las cepas de L. monocytogenes son resistentes a medicamentos como:
Cefalosporinas, sulfamidas y acido nalixidico, la cual la convierte en un
problema clinico, ya que estos antibi6ticos son muy comunes para el
tratamiento de enfermedades infecciosas en el ganado (Alvarez et al.,
2015).

= Después del brote la cabra debe permanecer en cuarentena en un

establo apartado de los otros para evitar el contagio.

Higiene en la Alimentacion

Es de suma importancia evitar que todo alimento y agua destinados a la nutricion de los

animales productores de leche presente contaminacion: fisica, quimica o microbioldgica en

niveles que sean un riesgo para el bienestar del animal (SAGARPA, 2014), el alimento y el

agua deben cumplir con lo siguiente:

= Suministrar la racion adecuada y balanceada e identificar todas las fuentes de

nutrientes y contaminantes en los terrenos de donde obtienen el alimento.

= Llevar a cabo un registro o inventario de los alimentos suministrados diariamente al

ganado (ver anexo E).
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= Todos los productos: aditivos, soluciones de limpieza, sanitizantes y otros quimicos,

usados en comederos e instalaciones que tengan contacto directo con el alimento del

ganado y equipo de ordefia deberan ser aprobados por la SAGARPA para su uso en el
ganado productor de leche (SAGARPA, 2014).

Llevar a cabo la limpieza y sanitizacion constante de los pasillos de acceso a los comederos

para evitar la acumulacion de excretas, lodo, agua y escombro, que puedan

Contaminar el alimento.

Se debe evitar que las cabras consuman ramas y hojas cerca de lugares con basura y

materia fecal de otros animales.

El proceso de preparacion del ensilado debe garantizar que el descenso del pH sea
rpido para evitar que L. monocytogenes se reproduzca llegando a ser un foco de
contaminacion, cuando el silo no esta bien prensado o el material a ensilar se colecta
himedo.

Toda desviacion en el proceso de fermentacion de los ensilados de hojas y hierbas, va
a ser un riesgo para la multiplicacion de Listerias, por lo que se recomienda el uso de
aditivos para mejorar la fermentacion y esta sea réapida y eficiente (Alvarez et al.,
2015).

Higiene del agua de la granja

El agua que se utiliza en todas las operaciones de produccion primaria debe ser apta para el

uso al que est4 destinada, y no debe contribuir a la introduccion de peligros en la leche
(CAC/RCP, 2004).

La Unica agua que puede entrar en contacto con el equipo y otras superficies de
contacto con la leche es el agua potable (NOM-127-SSA1, 1995).

El agua, debe ser proveniente de fuentes naturales y de la red de distribucion, evitando
el uso de aguas residuales.

No se debe reutilizar el agua que provenga de algin lavado, bajo ninguna
circunstancia, ni se debe utilizar para regar el terreno, ya que podria contaminar el
medio donde la cabra pastorea.

Las aguas estancadas son lugares donde se refugian bacterias y se reproducen plagas
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como moscas, deben evitarse encharcamientos cerca de la granja y en los alrededores
de los terrenos de pastoreo (FAO, 2010).

Higiene durante el ordefio

Antes de comenzar el ordefio, el ordefiador debe controlar su higiene personal:

Unfas cortas y limpias.
Manos limpias: durante el ordefio, lavarlas tantas veces como sea necesario.

Usar guantes desechables ayuda a reducir la diseminacion de bacterias contagiosas de
un animal a otro. También ayuda a reducir la contaminacion por bacterias de las manos

del operador a la leche cruda.

Aungue se ordefie al aire libre, el buen tambero debe contar con cantidad suficiente de
agua limpia como para higienizar sus manos antes de comenzar el ordefio y tantas veces

como sea necesario durante el mismo (Nieto, 2012).

Asustar o estresar a la cabra provoca la liberacién de hormonas al torrente sanguineo,
que pueden interferir con la bajada normal de la leche reduciendo la resistencia o
inmunidad natural de la cabra contra L. monocytogenes u otro microorganismo patégeno
(Diaz et al., 2015).

Los animales de ordefio se deberdn mantener tan limpios como sea posible, antes de
ordefio.

Las tetillas deberian estar limpias después del ordefio, para ello se realiza el
procedimiento de “sellado del pezon”, que consiste en enjuagarla en agua de limpia y
tibia de preferencia, ademas de una solucién diluida de yodo-cloro (ver anexo F)
(SAGARPA, 2014).

Una vez finalizado el ordefio, enjuagar los utensilios con agua fria; esto evita que se
peguen la grasa y las impurezas existentes.

Limpiar con agua caliente (70-80°C) con detergente, preferentemente con bactericida y
esponja verde o cepillo todos los utensilios. También los liencillos deben se lavados con
agua fria, y luego agua caliente y detergente.

Enjuagar todo, eliminando el detergente con agua limpia a temperatura ambiente.

Ordefio mecanico

= Respetar los horarios de inicio de ordefio: todos los dias a la misma hora, a la mafiana y
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a la tarde, cada doce horas entre ordefios. Por ejemplo: a la mafiana a las 5 y a la tarde

alas 17.

Antes de comenzar el ordefio, verificar el aceite de la maquina de ordefiar. Nunca debe
estar por debajo del nivel minimo (Diaz, 2002).

Verificar el estado de las pezoneras y cambiar los juegos completos cada 2.000
ordefios por bajada. Si se rompe una pezonera, cambiar el juego completo para que
todas tengan la misma plasticidad durante el proceso de ordefio, y dejar las usadas por

cualquier problema que surja de no tener repuesto para otra rotura (Nieto, 2012).

Las pezoneras que se guardan deben limpiarse y secarse a la sombra (nunca usar agua
con lavandina), colocarle talco sanitario y envolver con papel. Antes de usar
nuevamente, eliminar el talco con agua y limpiar manualmente con detergente.
Controlar los filtros. Es conveniente soplar con aire comprimido no menos de una vez
por mes para mantenerlos en condiciones de funcionamiento y sanitarias correctas.

La méaquina de ordefiar debe recibir dos servicios técnicos anuales de rutina. Es
conveniente llevar los controles de los servicios técnicos anotados para tomar la
precaucion de llamarlos con tiempo (Cofre, 2001).

Eliminar los primeros chorros de leche y ver si hay estrias o grumos que puedan hacer
sospechar de mastitis, a fin de tomar las medidas necesarias tales como no enviar la
leche del cuarto o cuartos enfermos con la leche cosechada. En ese caso ordefiar aparte
y tirar; no aprovechar para alimentar a los caprinos.

Esperar a que se llene o ingurgite el pezdn. Este proceso, entre el punto 1y 2, no tarda
mas de un minuto.

Colocar las pezoneras teniendo cuidado de que no se introduzca aire en el circuito
durante el tiempo que lleva este acto.

El acto de ordefio normalmente dura entre cuatro y seis minutos (suele durar més si la
maquina no funciona correctamente.

Supervisar con cuidado el fin del ordefio, porque en caso de sacar las pezoneras antes
de tiempo se pueden sufrir efectos perjudiciales en la ubre de la cabra.

Sellar los pezones con una solucién de yodo o Clorexidina, para evitar infecciones que

puedan entrar por el orificio del pezon.
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Limpieza y desinfeccion de utensilios y equipo de ordefio

El disefio del equipo de ordefio (donde se utilice) y los recipientes debe garantizar que no

existan grietas ni entradas que puedan interferir con una limpieza apropiada.

= Los recipientes empleados deben limpiarse y desinfectarse con regularidad y con la
frecuencia suficiente para reducir al minimo o evitar la contaminacion de la leche y la
generacion de biopeliculas en ranuras y superficies.

= En caso de utilizar equipo de ordefio, debera de estar disefiado de tal forma que no
dafie las tetillas y las ubres durante las operaciones normales del ordefio (Marrufo,
2011).

= Si para el ordefio se utiliza algun tanque, revisar que drene completamente al momento
de ser lavado, de la misma manera se deberd verificar que los quimicos para
limpieza/sanitizante, no se mezclen con la leche.

= En el caso de utilizar algun tangque se recomienda instalar un filtro para la leche; esto
permite disminuir la cantidad de residuos indeseables en la leche, el filtro debera ser

reemplazado segun las recomendaciones del fabricante (CAC/RCP, 2004).

= Las cisternas, cubetas, tanques y demas equipo de ordefio, donde se pueda almacenar la
leche deben limpiarse y desinfectarse completamente después de cada operacion de
ordefio y secarse cuando proceda.

= Durante el enjuague de las cisternas, tanques y otro contenedor destinado para el
almacenamiento de la leche, se debe eliminar todo residuo de detergente y
desinfectante, salvo que las instrucciones del fabricante indiquen que el enjuague no
sea necesario (CAC/RCP, 2004).

= L. monocytogenes genera biopeliculas en las grietas, hendiduras y esquinas de
cualquier utensilio o equipo, deberan limpiarse minuciosamente las zonas en donde no
pueda llegar un utensilio de limpieza y agregar un sanitizante para removerlas por
completo utilizando una solucion de Hipoclorito de Sodio al 25 % o solucion de yodo
al 25 % (anexo F).

= Es de suma importancia establecer un orden en la limpieza del equipo (en el caso de
ordefia mecanica) que entra en contacto con la leche, para ello es importante incluir un

documento en donde se registre la frecuencia en la que se llevan a cabo la limpieza y




sanitizacion de cada uno de los equipos (anexo G).

Almacenamiento de la leche

Revisar la temperatura del tanque frio (en caso de que se utilice), después de cada
ordena.

Evitar el almacenamiento de la leche por mas de 48 horas (Diaz, 2002).

Inspeccionar la limpieza visual del tanque frio semanalmente y cuando se carezca de
un tanque frio, los recipientes con leche pueden ser enfriados en agua con hielo
(SAGARPA, 2014; CAC/RCP, 2004).

Se debe llevar a cabo el retiro de la leche, cuando se presente un evento cuando esta
no ha sido enfriada o almacenada en las condiciones idéneas (ver Anexo H). Si la
leche entro en contacto con superficies contaminadas y/o sucias o si la temperatura del
agua gue se destina para el enjuague del equipo fue la correcta.

El enjuague del equipo y las cisternas de almacenamiento después de la limpieza y
desinfeccion debe eliminar todo residuo de detergente y desinfectante, salvo en caso
de que las instrucciones del fabricante indiquen que el enjuague no es necesario.

El agua utilizada para la limpieza y enjuague debe ser apropiada para tal fin, de tal
manera que no determine la contaminacion de la leche (NOM-091-SSA1, 1994).

La leche fluida destinada al consumo debera ser enfriada inmediatamente después del
ordefio y mantenida a una temperatura no superior a 5°C hasta su recepcion por el
consumidor.

Debera ser expendida en envases esterilizados e inviolables.

En el caso de ser leche cruda, este producto se rotulard en el cuerpo del envase:
“Leche certificada cruda”, formando una sola frase con letras de igual tamafio, realce
y visibilidad.

En la tapa o en el cuerpo del mismo, en forma bien visible debera consignarse la fecha
de obtencion y agregar la leyenda “Importante: calentar la leche hasta que levante el

primer hervor, y bajar el fuego manteniendo la temperatura diez minutos.

Higiene en las instalaciones de la granja

* Las instalaciones deben estar adecuadamente ventiladas pero no
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Instalaciones

cerradas

expuestas a corrientes de aire.
= Las paredes y techos no deben presentar ningln tipo de condensacion.

= Los comederos usados para ofrecer el forraje, concentrado y agua,
deben estar construidos y localizados de tal manera que el alimento no

sea desperdiciado o contaminado.

Instalaciones

abiertas

= los pasillos deben ser lo suficientemente amplios para mover al ganado

y a los alimentos.

= Los pisos por donde transiten las cabras deberan estar acanalados para
prevenir resbalones que puedan causar lesiones a la ubre, pezufias u
otras partes del cuerpo.

= Los comederos y bebederos usados, deben estar construidos y
localizados de tal manera que el alimento no sea desperdiciado o

contaminado.

= Las instalaciones deben proporcionar facil acceso de personal para
observar la salud de las cabras, y requerir una minima cantidad de
trabajo para mover las cabras que se encuentren enfermas de listeriosis
o0 alguna otra enfermedad de manera rapida (FAO, 2010; SAGARPA,
2014).

Sala de
Ordefna

Las instalaciones donde se realice el ordefio deben ser faciles de limpiar,
especialmente en las zonas propensas a ensuciarse como entradas/salidas y
pasillos, deberan contar minimo con:
= Pisos construidos de forma que facilite el drenaje de liquidos y medios
adecuados de remocion de desechos.
= Ventilacion e iluminacion suficientes.
= Una separacion eficaz de toda fuente de contaminacion, tales como
sanitarios y el lugar donde se almacena el estiéercol.
= Deben estar sefializados cada uno de los establos, de acuerdo a su
actividad.
= Los utensilios para la limpieza deben ser Unica y exclusivamente de cada
zona (SAGARPA, 2014; CAC/RCP, 2004).
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= La iluminacion debe ser natural el mayor tiempo posible.
= Todos los artefactos luminicos deberan poseer proteccion.
= Debera contar con ventilacién apropiada para la renovacion del aire.

= Debera poseer instalaciones adaptadas para el lavado de los equipos,

disponiéndose de agua y elementos para la limpieza (piletas, tanque de
Sala de

Ordefna

agua potable, productos quimicos habilitados para la higienizacion).

= En el caso de ordefio manual, se debe contar con una instalacion sencilla
que permita el lavado de manos del ordefiador, previo a su tarea,
teniendo disponible agua y elementos para la limpieza y secado.

= Debera disponerse de recipientes para el almacenamiento de deshechos
separados del area de ordefio.

= Se deberan realizar tareas en forma continua, preventivas y organizadas,
para evitar la contaminacion por medio de las plagas (insectos rastreros

y voladores, roedores, aves).

Manejo de fauna nociva en las instalaciones

Algunas plagas importantes en los establos son los roedores, moscas, pajaros, insectos

rastreros y voladores, para su control es importante tomar en cuenta las siguientes

recomendaciones:

= |dentificar las posibles plagas, las rutas que estas tengan y la zona de entrada o
alojamiento (SAGARPA, 2014).

= Limitar el acceso de pajaros a la sala de ordefia, almacén de alimento e instalaciones con
protecciones en ventanas.

= El excremento de los pajaros representa un riesgo general de sanitizacion en el establo y
salud del animal. Los pajaros pueden ademaés acarrear y transmitir enfermedades a las

cabras.
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= Aplicar medidas apropiadas para el control de insectos: remocién de cualquier derrame
de granos, el uso de un exterminador de moscas, membrana pegajosa, etc. (FAO, 2010).

= Realizar la limpieza de los pasillos, principalmente en las areas de congregacion de
moscas al menos una vez por dia.

= Limpiar los corrales y hendiduras al menos dos veces a la semana durante los meses de
verano.

Evitar la acumulacion de estiércol cerca de las zonas de ordefio y corrales, para evitar la

= proliferacion de moscas u otro tipo de plaga en los alrededores de la granja.

= Si resulta necesario recurrir a medidas quimicas para el control de plagas, dichos
productos deben estar aprobados oficialmente para el uso en instalaciones alimentarias y

emplearse de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Marrufo, 2011).

Higiene del personal

Las practicas de higiene personal tienen como principal objetivo crear conciencia de la
importancia de evitar el riesgo de contaminacion de la leche, estas practicas comprenden:
= Las reglas de higiene del personal en cada una de las &reas del establo, seran colocadas
a la vista de todo el personal que alli labora.

= El personal de ordefio debe hallarse en buen estado de salud, todo aquel que se sospeche
tenga alguna enfermedad con probabilidades de transmitirse a la leche no deben entrar a
las zonas donde hay una manipulacion directa de la leche. De igual manera nifios,
mujeres embarazadas y personas con alguna enfermedad degenerativa tienen prohibido
el paso a corrales donde se encuentren cabras con listeriosis 0 algun otro padecimiento
(FAO, 2010).

= Lavado de manos y antebrazos (hasta el codo), con frecuencia, y en todos los casos
antes de iniciar la ordefia y la manipulacion de la leche.

= No tener lesiones en las manos o antebrazos, ya que de haberlo debera cubrirse con
guantes (SAGARPA, 2014).

= Al inicio de cada ordefio se debe usar una gorra, cofia o ambas que cubran totalmente el
cabello, para evitar su caida sobre el area de trabajo, un cubrebocas, un delantal de
plastico, para las operaciones que requieren de su proteccion y guantes para acciones

especificas que tengan contacto directo con la leche, ademas de calzado exclusivo para
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cada area de trabajo (corrales y area de ordefia) o botas adecuadas (FAO/OMS, 2004).
= Evitar malos habitos como ingerir comida en el area de trabajo, toser, estornudar,
tocarse el cabello, o llevar las manos a la boca o nariz, el no hacerlo provocara que el

patogeno se almacene en la piel o se ingiera accidentalmente (Marrufo, 2011).

Capacitacion del personal

Algunos temas que se pueden tomar en cuenta para mostrar al personal de la granja son:

= El personal con los conocimientos amplios en temas de inocuidad debera ofrecer al resto
de los trabajadores un programa de entrenamiento sobre los siguientes temas:
- El ordefio higiénico de los animales.
- Manejo y distribucion del ganado.
- Seguridad en &reas de trabajo y mantenimiento de las instalaciones.

- Los puntos criticos del proceso.

= Se debera entregar al personal un programa de entrenamiento documentado sobre:
- Laproduccion de leche
- Prevencion y control de enfermedades.

- Temas de contaminacion cruzada.

= Establecer programas de higiene del personal, mediante:
- Técnicas de limpieza y desinfeccion y manejo de productos quimicos.
- Higiene personal, mediante el uso de equipo de proteccion necesario para evitar la
contaminacion a la leche.
- ldentificar los peligros en caso de un brote por listeriosis y los principales sintomas,
ademas de medidas de extrema precaucion para evitar el riesgo de contraerla.
- Administracion de medicinas y dosis recomendadas, ademas de conocer los efectos
segundarios y el deshecho de los materiales punzocortantes como agujas.

- Prevencion de accidentes y normas de seguridad.

Control de visitantes

Se debe establecer un plan especifico para el control de visitantes en las zonas de ordefio
y almacenamiento de la leche, el visitante debe cumplir con los siguientes requisitos:
- Su registro al ingreso y salida de la granja.

- Se recomienda el lavado de manos y calzado antes del ingreso a establos e instalaciones
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(SAGARPA, 2014)

- A todos los visitantes internos y externos recomendarles cubrir su cabello, ademas de
usar ropa y calzado adecuado, botas, guantes etc.

- Evitar que tengan contacto directo con animales, sobre todo si estan aislados o en
lactancia.

- Evitar el ingreso de visitantes que se sospeche puedan padecer algin sintoma de
enfermedad o personas inmunocomprometidas como ancianos, mujeres embarazadas e
incluso nifios.

- No permitir el ingreso de personas con algun alimento.

3.3.1.4 Evaluacion y seguimiento

Después de haber implementado la mayoria de las acciones del plan, se deben realizar
evaluaciones semanales con apoyo de la lista de verificacion para encontrar mas oportunidades
de mejora y hacer énfasis en aquellos puntos que no se han logrado cumplir. Esto con el fin de
no descuidar partes que se creen cumplidas, por implementar otras, ya que todo descuido en el
interior de la granja puede ser un punto de riesgo y originarse contaminacion por la bacteria.

Se debe guardar toda documentacion originada de la implementacion del plan, para en caso de
auditorias externas (pudiendo ser el caso), se tenga un sustento de que se estan realizando

mejoras en la granja y cuidando la trazabilidad de la materia prima a lo largo de la produccion.

3.3.1.5 Continuidad
La ultima etapa del plan tiene el proposito de dar a conocer a todo el personal, que una vez
realizadas las acciones correctivas y preventivas necesarias, se debe replantear nuevamente la
problematica, la propuesta ayuda al ganadero a mantener la inocuidad durante todo el proceso
de obtencion de la leche, pero es necesario hacer que el plan sea continuo y repetitivo por lo
que al llegar a esta etapa, se necesitara iniciar nuevamente para la bldsqueda de maés
oportunidades de mejora. Con ello sin duda los riesgos se reducirdn gradualmente, podra
incrementarse la produccion, debido a que se lleva un control de todas las areas y una
reduccién significativa de gastos por enfermedades del ganado, perdidas de materia prima y
evitar problemas de salud publica en personas que consumen la leche de cabra, que alli se

produce.
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CONCLUSIONES

Aunque en México existen pocos datos sobre la listeriosis y su epidemiologia ya que
no es una enfermedad diagnosticada adecuadamente, la incidencia de éste patdgeno
cobra cada vez mayor importancia en salud pablica a nivel mundial. Las pérdidas
econdmicas que la listeriosis puede causar al productor se reflejan en la disminucion de
produccion de la leche, por la mortalidad en el ganado debida a los sintomas nerviosos,
abortos y demas sintomas que causa la listeriosis, ademas del problema de salud que

puede generar como materia prima.

En este estudio se demostrd la presencia de Listeria monocytogenes en la leche de
cabra de granjas productoras en el estado de Chiapas, esta leche se utiliza para la
elaboracion de varios productos en diferentes regiones del estado, entre los alimentos
elaborados a partir de esta leche estan los llamados “quesos artesanales”, que son
bastante consumidos y distribuidos en el lugar, por lo que el riesgo de la

contaminacion por el patogeno al humano, es alta.

Por ello se desarrollé esta propuesta de plan de control y prevencion, que incluye las
acciones necesarias para que el productor o ganadero las implemente y pueda mejorar
la inocuidad de su granja, aumentar la productividad y calidad de su materia prima,
mejorar su sistema de ordefio y almacenamiento de la leche pero sobre todo evitar que
los animales de la granja se vean afectados y esto genere perdidas econdémicas o un
brote que posteriormente sea contraido por humanos y sea dificil de controlar, llevando

a casos fatales.

Ninguna persona estd exenta de contraer la enfermedad, dado que la bacteria resulta
agresiva e invade los drganos mas estériles del cuerpo, propagandose con facilidad.
Actualmente en Meéxico los brotes han sido controlados pero sin duda es una
enfermedad que ha Ilamado la atencion de la comunidad cientifica en los Gltimos afios;

Listeria monocytogenes puede controlarse si se siguen las acciones adecuadas.
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ANEXOS

Anexo A. Lista de verificacion

Lista de verificacion para una granja productora de leche de cabra, sistema intensivo

Fecha de aplicacion:

Responsable:

Se marcara con una letra “X” el rubro que describa mejor el aspecto a evaluar. Favor de anotar
las observaciones correspondientes en caso de marcar las categorias “Cumple parcialmente” o

“no cumple”.
Cumple
Aspecto a evaluar Si Parcialmente No Observaciones
(0] (2 puntos) | (3 puntos)
puntos)
Manejo del ganado

La granja se encuentra dividida en
las secciones correspondientes, para
cada tipo de funcion de las cabras.

Los lugares para el alojamiento de
las cabras estan limpios, secos Yy
sobre todo satisfacen el bienestar y
salud de los animales.

Todas las cabras, sin excepcion
cuentan con un arete de
identificacion.

Se tiene la informacion de cada una
de las cabras, documentada y al
alcance.

Hay un lugar exclusivo para las
cabras que se encuentran enfermas.

Este lugar se encuentra alejado de
los demés corrales y éareas de
almacenamiento de la leche.

En cada una de las areas se cuenta
con utensilios y recipientes limpios,
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para emergencia en caso de que
alguna cabra excrete algun tipo de
fluido, para su desecho y evitar que
entre en contacto con superficies.

Instalaci

ones

La granja se encuentra alejada de
zonas urbanas, barrancos, depositos
de basura, aguas negras u otro foco
de contaminacion.

Hay encharcamientos de agua o lodo
en interiores o exteriores de la
granja.

Cuenta con vias de acceso que
permiten el facil ingreso y salida de
insumos.

Existe un registro o control del
acceso de todo personal a la granja.

Los pasillos se encuentran limpios y
libres de alguin  foco de
contaminacion.

Hay un area para el almacenamiento
de todos los quimicos (plaguicidas,
semillas tratadas, etc.) lejos del
almacén de la materia prima.

Cuenta con silos de material
apropiado para el almacenamiento
de granos (Cuando aplique) y/o
espacios para ensilaje.

Cuenta con un sitio para
almacenamiento de medicamentos
veterinarios perfectamente
identificados.

Cuenta con wun sitio para el
almacenamiento  de  productos
quimicos agricolas y otros insumos,
debidamente identificados.

Cuenta con servicios sanitarios
retirados de la zona ordefio para ser
utilizado por el personal que realiza
las tareas de ordefio.
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Cuenta con un depdsito de estiércol
construido fuera del perimetro de las
instalaciones de encierro y ordefio.

Tiene un lugar especifico para
guardar los utensilios de limpieza,
como un mueble con puerta e
identificando su uso.

Las lamparas o focos de
iluminacion cuentan con
protectores, cuando aplique, para
evitar cualquier peligro fisico, en el
caso que se quiebre o desprenda una
lampara o foco. Ademés de
mantenerse limpios.

Pisos

Los pisos estdn ranurados y son de
algiin material antideslizante.

Los pisos del area de ordefio son de
material impermeable que permita
una facil limpieza.

Cuentan con un desnivel apropiado
hacia el drenaje para evacuar el
excremento y aguas de lavado.

El piso y las paredes de la sala de
ordefio, se limpian diariamente con
agua y detergente, de tal forma que no
quede ningun residuo de estiércol,
tierra, leche, alimentos o basura
que puedan contaminar el lugar.

Puertas y ventanas

Tienen protecciones 0 mosquiteros
para impedir la entrada de insectos.

Se encuentran cerradas y aseguradas.

Las puertas de los corrales son lo
suficientemente amplias, para el paso
del ganado y el personal.

Techos y paredes

Las paredes presentan aberturas para
circulacién del aire.
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Se encuentran protegidas con mallas
de material no corrosivo, facilmente
removibles para su limpieza vy
reparacion para restringir el ingreso
fauna nociva.

Los techos deben estar en
buenas condiciones estructurales
higiénicas.

Areadeo

rdefno

Tiene una sala de ordefio bajo techo
y/o delimitada del area exterior por
una cerca.

El area cuenta con paredes y pisos
con materiales que permitan su facil
limpieza y sanitizacion.

Cuenta con  comederos  para
desarrollar el proceso de tal manera
gue el animal no se estrese.

Cuenta con un depdsito cercano de
agua para el lavado de utensilios.

Tiene un espacio para guardar los
utensilios, el equipo de ordefio y para
el almacenamiento de la leche de
tamafio acorde con la produccion.

Cuenta con al menos un lavabo en el
area de ordefio de tal manera que se
garantice la higiene de las manos de
los encargados durante el ordefio.

Cuenta con un espacio para guardar
los utensilios y el equipo de ordefio.

Se cuenta con un recipiente para el
depdsito de leche no apta y su
posterior descarte.

El &rea de ordefio se mantiene libre de
la presencia de animales no deseables
(Cerdos, aves de corral, perro, gatos y
otros).

Corrales y comederos

Los corrales se mantienen limpios y
libres de acumulaciones de estiercol,
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lodo y cualquier otra materia no
deseable como residuos de alimento,
entre otras.

Se realiza diariamente el lavado y
sanitizacion de los comederos.

Se encuentran libres de materia fecal
y basura.

En cada corral hay un area destinada
Unicamente para comederos.

Se encuentra el alimento distribuido
a lo largo del comedero.

Los comederos usados para ofrecer
forraje, concentrado y agua de tal
manera que el alimento no sea
desperdiciado y/o contaminado.

Alimentacion de las cabras

Todo alimento que se introduzca a la
granja estad debidamente controlado
y se conoce perfectamente su
proveedor u origen.

Los pastizales y forrajes que son
consumidos por las cabras estan
retirados de focos de contaminacion.

Se cuenta con documentos que
avalen la calidad y contengan la
informacion de todo alimento.

Se cuentan con especificaciones o
listados de los aditivos, alimentos
medicados u hormonas permitidas
por SAGARPA.

Durante el pastoreo hay una persona
vigilado lo que ramonean las cabras.

Se tiene un documento con la
elaboracion paso por paso del
ensilado y aditivos permitidos en la
fermentacion.

El Agua de la granja

El agua es proveniente de alguna
fuente natural o red de distribucion




de agua potable.

Se cuenta con registros que
demuestren la potabilidad del agua.

La granja tiene una cisterna de
almacenamiento de agua de clorada.

Dispone de agua suficiente y apta
para el uso que se destina, sin riesgo
de deteriorar o poner en riesgo de
contaminacion a la leche.

Cuenta con un sistema de drenajes
seguro y entubado.

Se reutiliza el agua proveniente de un
enjuague para la limpieza de
instalaciones.

Equipo de ordeni

0y utensilios

Dispone de equipos de ordefio
mecanico y almacenamiento de
leche fabricados con materiales
que no tienen efectos toxicos, ni
transmiten contaminantes a la
leche

El tanque de almacenamiento de la
leche y el equipo de enfriamiento
son de acero inoxidable.

El equipo de almacenamiento se
encuentra sin grietas ni ranuras.

El equipo se lava, sanitiza y se seca,
antes y después de su uso sin
excepciones.

Se realiza una inspeccion de la
limpieza de forma visual antes del
uso del equipo de ordefio y
almacenamiento.

El equipo de ordefio cuenta con
procedimientos de limpieza,
desinfeccion y  mantenimiento
debidamente establecidos y
documentados.

Todos los utensilios que estan en
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contacto directo con la leche son de
facil limpieza y desinfeccion.

Se lleva un control y registro de la
periodicidad de limpiezas de equipos
y utensilios.

Se cuenta con un control documental
de los sanitizantes y soluciones
limpiadoras utilizadas en la granja.

Almacenamiento de la leche

Presenta un tanque de
almacenamiento de leche, exclusivo
para este fin.

Se toman las temperaturas del agua de
enjuague del tanque.

Se  revisa  periédicamente la
temperatura de enfriamiento de la
leche.

Control de plagas

y fauna nociva

Se tiene implementado y
documentado un programa para evitar
la proliferacion insectos, roedores y
aves.

Se inspecciona que no haya residuos
de materia fecal de roedores y aves en
instalaciones y corrales diariamente.

Se cuenta con un medio fisico de
captura de roedores en las principales
vias de acceso a la granja

Se cuenta con mosquiteros o mallas
que protejan las puertas y ventanas en
el interior de la granja.

Se revisan periddicamente esquinas
de techos y paredes para evitar la
proliferacion de aves e insectos.

Los productos quimicos para el
control de plagas (en caso de uso),
estdn debidamente controlados e
identificados.

Higiene del personal
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Las normas del plantel lechero sobre
higiene personal estan documentadas
y estan adoptadas por todo el
personal, incluyendo los visitantes.

Estas estan formuladas teniendo en
cuenta el riesgo de contaminacion del
a leche.

El personal de ordefio usa prendas
limpias y apropiadas de uso Unica
para el ordefio, de color blanco
(preferentemente) para verificar a
simple vista el nivel de limpieza

El personal que labora en la granja se
encuentra en un estado de salud
integro y reporta cualquier sintoma de
enfermedad.

El personal lechero conoce las normas
de higiene en la rutina de ordefio
como lavado de manos y brazos.

Cuentan con sefialamientos que
indiquen el lavado de manos y el uso
de cubrebocas, cofia como minimo,
para su estancia en la granja.

Se prohibe el acceso a nifios y
mujeres embarazadas a corrales y
almacén de materia prima.

El personal que ingresa evita el uso de
accesorios, maquillaje y otros al
interior de la granja.

Se provee constantemente al personal
uniforme y demas aditamentos como
cofias, mandiles y cubrebocas.

Las personal conoce los principales
procedimientos de buenas practicas
de ordefio.

Es capacitado continuamente en
temas de manejo animal, proceso de
ordefio, higiene personal y habitos
higiénicos.
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El personal conoce los principales
riesgos sobre el uso de equipo y
de trabajo,

herramientas

utensilios punzocortantes.

como

El personal es constantemente
capacitado sobre el manejo de
residuos  quimicos,  fisicos vy

bioldgicos infecciosos.

El personal

es  capacitado
constantemente en el tipo de ordefia

mecanica o manual.

Anexo B. Formato de registro individual para caprinos

Numero del | Nombre de la | Fechadellegada / / | Ubicacion en el
animal cabra 0 (dd/mm/aa) | establo:
ndmero del | Criada del hato: si no
hato. Establo de [ Responsable:
origen:
Raza: Peso: Compra externa: si  no Funcion:
Edad: Nombre del
Estado de salud: vendedor:
Observaciones: Localizacion:

(SAGARPA, 2014)
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Anexo C. Principales sintomas de salud-listeriosis en cabras

Cabra saludable

Cabra enferma de listeriosis

- Se mantiene junto al rebafio, es inquieta y -
solo se acuesta para rumiar y dormir.

- Pelaje brillante y firme.

- Ojos vivaces y brillosos, mucosas rosadas.

- En buen estado y peso.

- Leche dulce y agradable color y olor, sin

aparicion de coagulos.

- No presenta incomodidad al momento de la

ordefia ni al

alimentarse

Se aparta y permanece acostada y oculta.
- mucosas palidas o amarillentas.

- Se alimenta y rumia poco.

- Presenta fiebre > 45°C y diarrea

- Tiende a dar vueltas en circulos

- Ladeo o torsion repentina de la cabeza

- Presenta dolores e incomodidades al
ordefiar, alimentarse etc.

- Sangrado repentino en caso de estar
prefiada o lactando.

(Pedraza, 2011; Tenorio et al., 2015).

Anexo D. Registro para tratamiento de listeriosis en cabras

Sintomas o Manejo del tratamiento (basado en la agudeza del problema)
signos
Ejemplo: Accion 1 Accion 2 Accion 3 Si no hay mejora
en la condicion
septicemia hacer lo siguiente:
Aislar el animal Administrar una
Tambaleos, urgentemente, dosis del Aumentar la
mareos, medir signos antibiotico dosis del
depresion vitales. farmaco, en Cambio de
fiebre, temperatura > Clortetraciclina caso de tratamiento
debilidad, 45°C Via intravenosa persistir los
diarrea Dosis 10 mg / kg sintomas
de peso

(SAGARPA, 2014; Diaz et al, 2015)
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Anexo E. Formato para el registro de alimentos para el ganado caprino

Fecha de recepcion del alimento

Ejemplo: 10-11-2016

Fecha de preparacion/ofrecido como
alimento

Ejemplo: 15-11-2016

Lista de ingredientes
(sefialados en la etiqueta)

Forraje
Alimentado con Concentrado
Racién
Cantidad Volumen ml.
Cantidad gr.

Lugar del empaque

Pruebas realizadas

Persona responsable

Observaciones:

(FAO, 2010; SAGARPA, 2014)

Anexo F. Soluciones sanitizantes para ordefa

Hipoclorito de sodio
Recomendado 50 ppm de cloro
Temperatura: 24 °C

Concentracién mL de hipoclorito/ml agua
6 % 0.8/1000
12% 0.5/1000
25% 0.3/1000

Solucién de yodo
Recomendado 25 ppm
Temperatura de trabajo: 50°C

Concentracion

mL de yodo/mL de agua

25%

1/1000

(Marrufo, 2011).
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Anexo G. Registro para la de limpieza y desinfeccion de equipo (ordefia mecanica)

Fecha Inspeccion de nivel de limpieza y sanitizacion del equipo
v" Limpio X sucio
Tanque de | Equipo de ordefia Comentarios

almacenamiento

Aguade |
—_ D [%2]
?3 o | 8| ol enjuague | € S| 2l o
S| 2| 2| E o 2 s 2 5 5 2|5
I5] = | T ol S ol ©
< | S| > 8 S| E| 8| S E =&
o | J| 2| h| D+
Ejemplo 25°C Hora
e IV VIN[ET (NN VENV Y
limpieza
10:30

(SAGARPA, 2014).

Anexo H. Formato de registro de temperatura de la leche para almacenamiento

Rango de Primera ordefia Segunda Ordefia

enfriamiento
recomendado

Dentro de 2 hrs a Maéxima temperatura cuando se

temperatura de 1°C a4 | mezclan las leches, dentro de 1

°C hr a temperatura de 1°C a4 °C

Pruebas mensuales Fecha
Termometro calibrado

Temperatura del tanque de almacenamiento de la leche
Inicial Medio dia Tarde

Hora
Temperatura (T° C)
Responsable (firma)

Comentarios

(SAGARPA, 2014).
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