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RESUMEN

LEDESMA LOPEZ JOCELIN. Presencia de Listeria monocytogenes en muestras de
queso fresco artesanal y leche no pasteurizada, por pruebas microbiologicas y
moleculares PCR, provenientes de puntos de venta del Estado de México e Hidalgo.

(bajo la direccion del Dr. Orbelin Soberanis Ramos y MVZ. MSP. Jorge Cardenas Lara).

La leche cruda y el queso artesanal son unos de los alimentos vinculados a la

transmision de patégenos como Listeria monocytogenes, causante de listeriosis.

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de Listeria monocytogenes en
muestras de leche de vaca y queso fresco artesanal que se comercializa sin pasteurizar
en Tizayuca y Tulancingo (Hidalgo), en Tecamac (Estado de México). Se analizaron 61
muestras, 21 de leche cruda y 40 de queso, en el periodo 2016 y 2017, utilizando la
metodologia propuesta por el Instituto Politécnico Nacional (IPN), aislamiento
bacteriologico conforme a la NOM-143-SSA1-1995 e identificacion molecular,
estandarizada con la cepa ATCC 19114 de L. monocytogenes, la cual crecio
perfectamente en los medios de cultivo y en el PCR presentd un producto de 117 pb.
En las muestras procesadas no fue posible encontrar L. monocytogenes, coincidiendo
con los resultados de otros autores consultados. Sin embargo, otros autores resaltan
que la leche y el queso son los principales alimentos relacionados con la transmision
de listeriosis humana, por lo que no se puede descartar su presencia definitiva ya que

se trata de una bacteria ubicua.



1.0 INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Los alimentos son parte fundamental de la vida del hombre, proveen diferentes
sustancias esenciales que contribuyen a la salud y al funcionamiento adecuado del
organismo, sin embargo, pueden ser el vehiculo de transmision de diversos agentes
infecciosos (Rodas, 2009). Los alimentos crudos de origen animal son los que tienen
mayor probabilidad de estar contaminados con microorganismos. Dentro de estos, la
leche de origen bovino y sus derivados pueden albergar una variedad de ellos,
convirtiéndose en importantes fuentes de patdgenos causantes de Enfermedades

Transmitidas por Alimentos (ETA) (Rodas, 2009; Zumbado y Romero 2016).

Las ETA, son un sindrome originado por la ingestién de alimentos y/o agua que
contienen agentes etiologicos, en cantidades tales, que afectan la salud del
consumidor. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), constituyen
un grave problema de Salud Publica a nivel mundial, causando un gran impacto

socioeconomico (OMS 2015; Soto et al., 2016).

En Latinoamérica se han registrado durante los ultimos decenios, aumentos
significativos de nuevos casos (incidencia) de ETA. Sin embargo, esta incidencia no
siempre es reportada a las autoridades de salud, por lo que hay una subnotificacion, se
estima que solo llegan a figurar en las estadisticas oficiales, del uno al diez por ciento

el total de los casos (Diaz et al., 2012; Gallardo, 2016).



La salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la calidad nutricional de
los alimentos que consumen diariamente, lo que depende a su vez de la calidad
higiénica y sanitaria en toda la cadena productiva, desde el campo hasta la mesa del

consumidor (Kopper, 2009).

Por los considerandos anteriores, la salud humana esta ligada a la salud animal y a su

vez, a la produccion de alimentos de origen animal (Chavarrias, 2006).

LA LECHE

Existen diferentes definiciones de leche, considerando su origen, se hace referencia al
producto de la secrecion natural y normal de la glandula mamaria de vacas sanas,
obtenida por uno o varios ordefios diarios higiénicos completos e ininterrumpidos,
exenta de calostro y que cumpla con las caracteristicas fisicas y microbiolégicas
establecidas, la cual debe ser sometida a tratamientos térmicos u otros procesos que

garanticen su inocuidad (Agudelo y Bedoya, 2005; NOM-243-SSA1-2010).

La leche cruda es aquella que no ha sido sometida a ningun tipo de tratamiento térmico,
es decir, su temperatura no ha superado los 40°C, después de ser extraida de la ubre

(Paguay, y coronel 2015; Truijillo, 2016).



La leche cruda y subproductos son un medio propicio para el crecimiento de
microorganismos que pueden provocar el deterioro del producto y enfermedades en los
consumidores (Rivera y Vega, 2014; FAO 2017); dentro de estos destacan:
Escherichia coli O157:H7 y otros coliformes fecales, Staphylococcus aureus,
Salmonella spp, Yersinia enterocolitica, Shigella spp, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Mycobacterium bovis, Brucella
abortus, Brucella melitensis, Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes, los que
pueden contaminar a la leche, ya sea a través de la excrecién directa de la ubre de los
bovinos lecheros o después de la ordefia por encontrarse en el ambiente (Zumbado y

Romero, 2016; FAO 2017).

La ausencia de estos agentes patdgenos, en los lacteos y subproductos, depende de
las buenas practicas de produccién, de la temperatura de almacenamiento en el tanque
enfriador y durante el transporte, el proceso térmico, de la cadena fria en la distribucion
hasta el consumidor. No obstante, la contaminacion se puede presentar en los distintos
eslabones de la cadena alimentaria, pero también, en los hogares y expendios de
alimentos preparados para el consumo humano (FAO 2017; Rivera y Vega, 2014,

Sanchez et al., 2016).

La frecuencia de brotes asociados al consumo de leche cruda o sus derivados ha
puesto de manifiesto la importancia de evaluar las condiciones del ordeno, transporte
y su procesamiento (Albarracin et al, 2008). Lo anterior, ha llevado a investigadores y
productores de leche a trabajar en el desarrollo de programas para mejorar su calidad

y sanidad (Reyes et al., 2011; FAO 2015).



Con la pasteurizacion de la leche, se ha reducido en gran medida el riesgo de
transmision de enfermedades, sin embargo, gran parte de la poblacion la consume
cruda y a través de subproductos, tales como: quesos frescos, natillas y cuajada

(Jayarao et al., 2006).

En nuestro pais, en las zonas rurales o periurbanas la leche de la ordefia se oferta
directamente al consumidor por medio de un sistema de produccion basado en
pequeinos hatos lecheros con amplia variacién en el nivel de produccion, manejo de la

ordefia y practicas sanitarias (Alvarez et al., 2012).

La elaboracion de quesos frescos artesanales constituye una de las principales formas
de ingresos, incluyendo de muchos paises de Latinoamérica el sector cooperativo y
campesino, (Alvarez et al. 2012; Martinez et al., 2013). En nuestro pais, se estima que
mas del 50% de la produccién nacional de quesos, es elaborada artesanalmente, por
medio del abastecimiento de leche de los sistemas de produccion de doble propdsito y

familiar (Solis et al., 2013; Espinosa, 2015).

Los productos artesanales, por su tradicidn y por sus caracteristicas relacionadas con
su presentacién, gozan de una alta aceptacion entre la sociedad mexicana. La
produccion artesanal de quesos en México es muy variada, a tal grado que se conocen
por lo menos 40 diferentes tipos de queso, de ellos, destaca la produccion de quesos

frescos (Sanchez et al., 2016).



El queso fresco artesanal, se elabora a partir de leche cruda y con cuajos naturales, su
calidad esta influenciada por el area geografica donde se elabora, sus tradiciones y
variantes, ya que la higiene de la leche y sus derivados, son dependientes de los

habitos y procesos productivos de cada regién de nuestro pais (Martinez et al., 2013).

El queso fresco artesanal, dentro de la gama de productos lacteos elaborados, se
considera que cuenta con el mayor numero de microorganismos patdégenos. Por esta
razon, se le ha asociado con mayor frecuencia a brotes de intoxicaciones alimentarias

(Espinosa, 2015; Sanchez et al., 2016).

La contaminacion de la leche y el queso con L. monocytogenes puede abarcar todas
las etapas de la cadena agroalimentaria, por factores como la presencia de mastitis
subclinica, el deterioro de las instalaciones por los afios de uso, la contaminacion de
pisos y/o equipos, deficientes procedimientos de limpieza y desinfeccion, temperaturas

de almacenamiento inadecuadas, contaminacién cruzada, entre otros (Mejia, 2014).

LISTERIOSIS

El género Listeria pertenece a la familia Listeriaceae (Cuadro 1), algunos autores

coinciden en que incluye 17 especies (Cuadro 2).



Cuadro 1. Clasificacién taxonomia de L. monocytogenes

Dominio: Bacteria

Phylum : Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Listeriaceae

Género: Listeria

Especie: Monocytogenes
Nombre binominal: |Listeria monocytogenes

Fuente: Rodas, 2009; Villanueva, 2015.

Cuadro 2. Especies de Listeria

Listeria sensu stricto

Listeria sensu lato

Listeria grayi
Listeria innocua
Listeria ivanovii
Listeria seeligeri
Listeria welshimeri
Listeria monocytogenes

Listeria riparia
Listeria marthii
Listeria booriae
Listeria aquatica
Listeria rocourtiae
Listeria floridensis
Listeria grandensis

Listeria cornellensis

Listeria fleischmannii

Listeria newyorkensis
Listeria weihenstephanensis

Fuente: Den Bakker et al., 2014; Weller et al., 2015; Orsi et al., 2016.



La principal especie patégena del género Listeria es L. monocytogenes, responsable
de la mayoria de los casos de listeriosis, tanto humana como animal (Hitchins y
Jinneman, 2011). En condiciones naturales afecta a los animales domésticos y
silvestres, esporadicamente puede afectar al hombre por lo que se le considera una

zoonosis (Diaz, et al., 2012).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados
Unidos de Norteamérica, definen a la listeriosis como una infeccion grave, causada por
consumir alimentos contaminados, recientemente ha sido reconocida como un serio

problema de Salud Publica (CDC, 2017).

L. monocytogenes es un patdogeno capaz de sobrevivir en diferentes ambientes, es
posible encontrarlo en la naturaleza, en los suelos, en el agua, las plantas, los
ensilados, fertilizantes y vegetacion en descomposicion, alimentos para animales,
alimentos crudos de origen animal (aves frescas y congeladas, carnes rojas y pescado),
en productos lacteos crudos, quesos y helados, en frutas y vegetales crudos. También
se ha encontrado en heces de seres humanos, en la de animales: como el ganado
bovino, ovino o caprino, aves de corral y, aunque raramente, en animales salvajes;
quienes pueden ser portadores sanos (Norrung et al., 2009; Pérez y Sigaran, 2012;

Castillo y Segura, 2015; Ortiz, 2016; Castaneda et al., 2014).


https://docs.google.com/document/d/1hsMarWlySGf5aqZrXxvVgfUIL41Fe1QgAn9cnzhV3Zw/edit#heading=h.3znysh7
https://docs.google.com/document/d/1hsMarWlySGf5aqZrXxvVgfUIL41Fe1QgAn9cnzhV3Zw/edit#heading=h.3znysh7

Listeria es un bacilo corto Gram positivo, de extremos redondeados con una longitud
entre 0.5-2.0 ym y un diametro entre 0.5 a 0.8 ym (Figura 1), es un microorganismo
intracelular facultativo, anaerobio facultativo, crece en un rango de temperatura de 0°a
50°C, siendo 6ptimo su crecimiento de 30° - 37°C (Ramaswamy et al., 2007; Guenther

et al., 2009; Dominguez, 2014).

Una propiedad peculiar de L. monocytogenes, es la de resistir bajas temperaturas, lo
que le permite crecer, multiplicarse y acumularse en los alimentos contaminados
almacenados en refrigeracion. Por ello la listeriosis se asocia generalmente con la
ingestion de productos lacteos, carne o vegetales que se han mantenido a temperaturas

de refrigeracion durante un periodo de tiempo (Todar, 2012; Castillo y Segura, 2015).

Figura 1. Células de L. monocytogenes (de izquierda a derecha) Microscopia optica
(MO); Microscopia electronica de barrido (MEB), Microscopia electronica de
transmision (MET).

Fuente: Modificado de Wen et al., 2009.
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Su movilidad depende de la temperatura a través de flagelos peritricos (Figura 2),
siendo moviles cuando se cultivan a temperaturas de 20° a 25°C, pero inméviles a 37°C
(Murray et al., 2006). La expresion de movilidad se puede evidenciar en cultivos
semisoélidos como una tipica formacion de sombrilla (Villanueva, 2015). Crece en un
rango de pH entre 5.0 a 9.6, pero puede sobrevivir en productos alimenticios con niveles

de pH por fuera de este rango (Neogen, 2017).

Figura 2. Microscoépica electrénica de transmision (MET) de un flagelado L.
monocytogenes, magnificado 41,250X.

Y

Fuente: Modificado de Elizabeth White CDC (2002).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que L. monocytogenes debido
a su amplia distribucion, resistencia a condiciones ambientales adversas, y adaptacion,
puede contaminar los alimentos en distintos pasos de la produccién alimentaria y a
través de las materias primas utilizadas (Rossi et al., 2008; Mufioz et al., 2013; Ortiz,

2015; NicAogain y O’'Byrne, 2016).
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L. monocytogenes es una bacteria intracelular facultativa que ingresa al organismo a
través del alimento, tanto del hombre como de los animales (Lopez, et al., 2006;

Ramirez, et al., 2013; Sobarzo, 2016).

Posteriormente debe sobrevivir a un incremento de temperatura y pH en el estdmago,
a partir de ahi cruza la barrera intestinal y se multiplica. Una vez que alcanza el torrente
sanguineo y la linfa, la mayoria de las bacterias alcanzan el higado y bazo, donde
pueden replicarse en el interior de los macréfagos (Villanueva, 2015; Cabrera y

Valladares, 2016).

El ciclo intracelular de L. monocytogenes empieza cuando infecta una célula fagocitica,
luego la bacteria induce rapidamente la lisis de su contenido vacuolar mediado por la
Listeriolisina O (LLO) y dos fosfolipasas C; para buscar nutrientes en el citoplasma que
le permitan multiplicarse. La Listeriolisina O es una toxina citolitica y hemolitica, se
considera el factor de virulencia mas importante, se activa a pH bajo, y es codificada

por el gen hly (Castillo y Segura 2015; Villanueva, 2015).

L. monocytogenes puede movilizarse por el citoplasma e infectar otras células
fagociticas a través de la polimerizacion de filamentos de actina en un polo de la
bacteria, dirigido por la proteina ActA. La formacion de una estructura semejante a una
cola de cometa facilita el movimiento intracelular, permitiendo la invasion a células
vecinas, mediante un proceso que implica la formacion de una protrusién que contiene
a la bacteria rodeada por una vacuola de doble membrana (Figura 3) (Vera, et al.,

2013).

12



Figura 3. a. L. monocytogenes induce su entrada a fagocitos no profesionales. b. La
bacteria es internalizada en una vacuola (también conocida como fagosoma). c. La
membrana de la vacuola es lisada por la secrecion de dos fosfolipasas, PIcCA y PIcB, y
la toxina formadora de poros listeriolisina O. d. La bacteria es liberada en el citoplasma,
donde se multiplican y comienzan a polimerizar colas de actina, e. La polimerizacion
de actina permite que las bacterias se diseminen a células vecinas, mediante la
formacion de protuberancias en la membrana plasmatica. f. A la entrada de las células
vecinas, la bacteria presenta una vacuola con doble membrana, de la cual puede
escapar para repetir el ciclo. Se muestran, ademas, micrografias electrénicas de los

procesos descritos.
. % Lis_ren'a monocytogenes -

Fagosoma
Lisis de fagosoma
y replicacion en ef d -
citosol "’\.3’ { '..p
s IF &,W‘ 222 ‘#ﬁﬁw
Filamentos e R
e e A 1 8

0.5um

Fuente: Modificado de Rodas, 2009.
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Se conoce que el periodo de incubacién tiene un amplio intervalo, que va de uno hasta
91 dias, en cantidades extremadamente elevadas de L. monocytogenes pueden

provocar la rapida aparicion de sintomas como vomito y diarrea (Rodas, 2009).

La dosis infectante de L. monocytogenes depende de factores como el estado
inmunologico del paciente, la concentracion de patdogeno en el alimento y la cantidad

consumida, la virulencia de la cepa (Torres, et al., 2005).

Sin embargo, debido a que las técnicas de recuento no son confiables del todo, por el
tiempo transcurrido entre el consumo y el analisis del alimento contaminado, esto
podria favorecer la multiplicacion o la muerte de las listerias, por ello, es posible que
los resultados no siempre sean indicativos de la cantidad de listerias ingeridas. Por
consiguiente, estos datos no excluyen la posibilidad de que dosis mas bajas sean

infecciosas (Becerra, 2013).

En la poblacién existen grupos mas sensibles a contraer listeriosis, dentro de estos, las
mujeres embarazadas, en las que puede provocar abortos espontaneos, nacimientos
prematuros y mortinatalidad. En pacientes inmunodeprimidos por tratamientos contra
el cancer, trasplantados o personas infectadas con VIH, ancianos y nifios; donde la
sintomatologia se presenta como un cuadro invasivo con infeccion sistémica,
septicemia y encefalitis. En personas que no pertenecen a los grupos de riesgo, una
infeccion elevada de L. monocytogenes causa cuadros de gastroenteritis o febriles

leves similares a una gripe (Rossi et al., 2008).
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Como se ha revisado, L. monocytogenes puede desarrollarse en toda clase de
alimentos, siendo la leche y los productos lacteos (tales como el queso fresco
artesanal), los que presentan mayor riesgo de ser contaminados por la bacteria (Mejia,
2014). Existe evidencia de que una alta proporciéon de los casos de listeriosis en

humanos es adquirida por ingestion de alimentos contaminados (Noriega et al., 2008).

El primer reporte de listeriosis en humanos se dio en Dinamarca en 1929; sin embargo,
esta enfermedad comenzd a ser de interés hasta la década de 1980, debido a la
presentacion de epidemias, es por ello que partir de 1981 se han descrito brotes y casos
de listeriosis con una alta tasa de mortalidad (del 20% al 30% de los casos), los cuales
se han asociados al consumo de gran variedad de alimentos (Cuadro 3). Cabe
destacar, que en los brotes de Massachusetts, California y Francia estuvieron
asociados al consumo de leche no pasteurizada y quesos frescos elaborados con esa

leche (Cuadro 3) (Rodas, 2009; Villanueva, 2010; Castafeda et al., 2014).

15



Cuadro 3. Brotes de Listeriosis por consumo de leche y queso.

N° N°

Ano Pais Alimento casos  Muertos
1983-1984 Suiza Queso tierno 122 34
1985 (Calﬁf%f‘nia) Queso estilo mexicano 142 47
1995 Francia Queso fresco 37 11
1997 Francia Queso fresco elaborado con leche 14
cruda
oz eua QEefmemereicro g sasos
2002 Canada Queso elaborado con leche cruda 17 3 abortos
2007 Suiza Queso suave 21 5
2009 Austria y Alemania Queso duro 14 4
2011 EUA Queso fresco 22 4
2013 EUA Queso fresco 6 1
2014 EUA Queso fresco 8 1
2015 EUA Helado 10 3
2015 EUA Queso suave 30 3
2016 EUA Leche cruda 2 1
2017 EUA Queso fresco 8 2

Fuente: Modificado de Instituto Nacional de Salud, 2011; Vila, 2014; CDC, 2012;
CDC, 2013; CDC, 2014; Vilchis, 2016; CDC, 2016; CDC, 2017.
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Como se ha descrito anteriormente, la listeriosis puede presentarse con una baja
frecuencia, pero poco a poco se ha ido convirtiendo en una de las ETA mas letales,
causando gran alarma a nivel mundial a productores de alimentos, consumidores y

autoridades sanitarias (Schobitz et al., 2009).

En México, no se dispone de informacién sobre la incidencia y prevalencia de este
microorganismo, debido a que los procesos gastroentéricos por L. monocytogenes no
se declaran, o bien son incluidos en otros procesos diarreicos, porque no se determina

el agente etiologico (Mejia, 2014).

Es importante mencionar que, en México la listeriosis no es una enfermedad de reporte
obligatorio en humanos (Rosas et al., 2014), sin embargo, llega a causar graves
infecciones en ellos. En el caso de los animales es una enfermedad invasiva, por
ejemplo: en los rumiantes (vacas, ovejas y cabras), causa encefalitis, septicemia,
abortos, uveitis, mastitis, gastroenteritis, mielitis espinal y fiebre, en animales
domésticos esta asociada a encefalitis, abortos y septicemia. Por lo tanto, es obligatorio
un reporte mensual de estos casos a las autoridades competentes debido a que los
productos alimenticios derivados de estos animales han sido frecuentemente
implicados como fuentes de casos y de brotes de listeriosis en humanos. (SAGARPA,

2007; Munoz et al., 2013; Secretaria de Salud, 2013; Ramirez, et al., 2013).
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La deteccidén de Listeria en alimentos se ha ido desarrollando en los ultimos afios y
podemos encontrar una gran variedad de métodos que van desde el aislamiento e
identificacion de la bacteria mediante técnicas microbioldgicas convencionales y
técnicas moleculares, como lo es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

(Palomino-Camargo y Gonzalez, 2014).

Los métodos de aislamiento deben ser lo suficientemente precisos para detectar un
microorganismo en 25 gramos de alimento, generalmente esta sensibilidad so6lo puede

lograrse mediante el uso de medios de enriquecimiento (NOM-143-SSA1-1995).

El nivel de L. monocytogenes tolerado en los paises es muy variable y va de 0 en 25 g
en Estados Unidos de América, hasta la presencia de 100 UFC/g en las normas de la

Union Europea, en nuestro pais la tolerancia es cero (Mesa, 2016).

La Norma Oficial Mexicana (NOM-143-SSA1-1995), para la determinacién de L.
monocytogenes en alimentos, considera un procedimiento analitico de tres fases: pre-
enriquecimiento, aislamiento en medios selectivos e identificacion de especies
mediante pruebas de cultivo y bioquimicas. El proceso completo requiere al menos 5-

6 dias (NOM-143-SSA1-1995).

En el método establecido por la Bacteriological Analytical Manual (BAM-FDA) se realiza
un enriquecimiento de 48 horas incubando a 30°C en caldo de enriquecimiento para

Listeria, el cual contiene agentes selectivos (acriflavina que inhibe el crecimiento de
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otras bacterias Gram positivas; acido nalidixico, que inhibe bacterias Gram negativas y
el fungicida cicloheximida). Después del enriquecimiento se realiza el aislamiento en

agar selectivo (Oxford, Palcam, MOX o LPM) (Gonzalez- Zorn, 2009; Mejia, 2014;).

Un método alternativo a los métodos convencionales muy empleado es la técnica de
PCR en tiempo real, ya que permite la identificacion y la cuantificacion de Listeria a
través de la amplificacion de material genético. Los métodos que utilizan la técnica de
PCR tienen una mayor sensibilidad y rapidez en la deteccién del patégeno, una de las
ventajas que supone el uso de estos métodos es el de acortar significativamente el
tiempo requerido para obtener resultados. Mientras que por los métodos
convencionales la identificacion puede tomar hasta 7 dias, el empleo de la técnica de
PCR solo toma 2 dias (OIE, 2013). Sin embargo, una de sus limitaciones es el costo o

el volumen de la muestra (Mejia, 2014).

Listeria puede cultivarse bien en agar-sangre, en agar Infusién cerebro corazén (BHI),
agar Oxford y agar PALCAM (Romero, 2007; Brooks et al., 2010). Tras una incubacion
de 24 a 48 horas a 37°C, forman colonias redondas, grisaceas, rodeadas por un halo
oscuro y ligeramente convexas, con un diametro entre 0.5-1.5 mm en medio Oxford,
después de las 48 horas de incubacién, las colonias se tornan obscuras, con posible
brillo verdoso de aproximadamente 2 mm de diametro, con halos negros y centros
hundidos (Figura 4) (NOM- 210-SSA1-2014). En agar sangre da origen a colonias
puntiformes, circulares, lisas y translucidas de color azul grisaceo con una zona discreta

beta-hemolisis (NOM-143-SSA1-1995).
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Figura 4. Colonias de L. monocytogenes en medio Oxford.

(Analisis Microbiologico de los Alimentos, 2011).

El género Listeria presenta reaccion positiva con rojo de metilo y Voges-Proskauer,
ademas, todas las especies de Listeria hidrolizan la esculina y junto con el hierro férrico

da lugar a la aparicion de un intenso color negro (Gonzalez-Zorn, 2009;

Villanueva, 2015).
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Cuadro 4. Comparacion entre L. monocytogenes y algunas otras especies
representantes del género Listeria.

Prueba L. L. L. L. L. L.
monocyotogenes | innocua ivanovii seeligeri | welshimeri grayi
Catalasa + + + + + +
Movilidad a + - - - - -
25°C
Rojo de + + + + + +
metilo
Voges + + + + + +
proskauer
D- glucosa + + + + + +
D- manosa + + - - + +
D- manitol - - - - - +
D- xilosa - + - + +
D- ramnosa + - \ \ - -
Hidrolisis de
la esculina + + + + + +
V= Variable Modificado de: Rodas, 2009.
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2.0 JUSTIFICACION

L. monocytogenes es un microorganismo patégeno que se considera un problema de
Salud Publica por ser una zoonosis de interés a nivel mundial, debido a la importancia
que ha adquirido su impacto clinico, ademas puede llegar a presentar una tasa de
mortalidad del 20 al 30%, asi como el efecto econdmico derivado de los brotes

asociados con el consumo de alimentos (ETA).

En México, no se cuenta con informacién de los brotes originados por este
microorganismo, debido a que no es de busqueda obligatoria por las autoridades

sanitarias y por carecer de un registro de su frecuencia de aislamiento o incidencia.

Por lo anterior, es relevante que productores, consumidores y autoridades sanitarias
formulen estrategias y acciones para conocer su frecuencia; para lo cual se propone
una busqueda intencionada de L. monocytogenes en muestras de queso fresco
artesanal y leche bronca, que sirvan de base para estudios epidemiolégicos mas

robustos en un futuro inmediato.
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3.0 HIPOTESIS

L. monocytogenes es un patdégeno intracelular facultativo que puede estar presente en
animales sanos o enfermos, considerando que la contaminacién puede ser de origen,
pudiendo permanecer en la leche y el queso fresco artesanal elaborado con leche
contaminada por el microorganismo, entonces es factible determinar su presencia en
por lo menos el 10% de las muestras estudiadas de los de puntos de venta del estado

de México e Hidalgo.
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4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Determinar la presencia de L. monocytogenes, a partir de muestras de leche y
queso fresco artesanal de expendios del Municipio de Tecamac, Estado de México,
Tizayuca y Tulancingo, Hidalgo, mediante cultivo y aislamiento, identificacion
bioquimica y molecular por PCR punto final, para determinar el riesgo en la

poblacion que consume productos y subproductos lacteos.

4.2 Objetivos Especificos

e Analizar microbiologicamente las muestras de leche y queso de acuerdo a la NOM-
143-SSA1-1995 con modificaciones en el tiempo de incubacion en el pre-

enriquecimiento (6 dias).

e Identificar a Listeria monocytogenes mediante pruebas bioquimicas y PCR punto

final.

e Conocer los habitos de consumo de queso y leche de los habitantes en la zona de

estudio por medio de una encuesta.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

El diseno de estudio epidemiolégico es transversal, el area de estudio fueron los puntos
de venta, en los Municipio de Tecamac, Estado de México, Tizayuca, y Tulancingo,

Estado de Hidalgo.

Metodologia

Se realiz6 un muestreo por conveniencia en expendios que tenian a la venta leche
bronca y productos lacteos no pasteurizados, tales como queso fresco, tipo (panela,
ranchero, queso de aro, queso de palma y canasto, principalmente). Considerando
entre ellos tiendas de abarrotes, cremerias, queserias, mercados, tianguis, y algunos
de compra directa con los boteros (expendedores en bicicleta de leche) en la zona de

estudio.

En los sitios anteriormente citados en el periodo de 2016 a 2017, fue posible adquirir
por lo menos un litro de leche bronca y al menos 250 g de queso fresco artesanal no

pasteurizado, obteniendo en total 40 muestras de queso y 21 litros de leche bronca.

Las muestras de leche fueron transportadas en envase estéril de vidrio con tapon de
rosca, las de queso dentro de una bolsa estéril con cierre hermético. Todas las
muestras se transportaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C, durante su

traslado al laboratorio.
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Las muestras fueron procesadas para su analisis bacteriolégico y molecular en el
laboratorio de Microbiologia General del departamento de Microbiologia de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del instituto Politécnico Nacional, Unidad Lazaro
Cardenas, bajo la supervision del Dr. Oscar Rodolfo Rodas Suarez, siguiendo los
“Procedimientos para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de productos lacteos”

y “Extraccion de ADN de L. monocytogenes por medio del Kit PROMEGA”.

“Procedimientos para el aislamiento de Listeria monocytogenes a partir de

productos lacteos”

La Norma Oficial Mexicana (NOM-143-SSA1-1995), para la determinacién de L.
monocytogenes en alimentos, considera un procedimiento analitico de tres fases: pre-
enriquecimiento, aislamiento en medios selectivos e identificacion de especies

mediante pruebas de cultivo y bioquimicas (NOM-143-SSA1-1995).

Pre - Enriquecimiento:

De la muestra de queso se tomé 25 g, tanto de la superficie externa como del interior
con ayuda de un cuchillo en una bandeja estéril, y 25 mL de leche, medida con tubos

falcon estéril de 50 mL.

Se colocaron 25 mL o 25 g de las muestras de queso o leche en frascos Schott de 500
mL (Kimax) ® que contenian 225 mL de caldo de Enriquecimiento Base Listeria (LEB-

Merck®), se homogeneizaron e incubaron a 30° C por 6 dias.
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Aislamiento:

A las 24 horas de incubacién de la muestra en el caldo de enriquecimiento para Listeria
se realizo la primera siembra por estria cruzada en una placa de medio Oxford, después
se realizaron siembras por estria cruzada durante el 3°, 4° y 6° dia.

Cada placa de medio Oxford (Difco) ®, se puso a incubar a 35° C durante 24 hrs.

Se examinaron macroscéopicamente las colonias que crecieron en el medio selectivo
Oxford, se seleccionaron colonias tipicas del medio, que presentaban las
caracteristicas principales como hidrolizar la esculina, ser pequefas, redondas,
translucidas, ligeramente convexas y tener un color grisaceo (Figura 5), a las cuales se
le evaluaron: produccion de catalasa (Figura 6) y tincion de Gram (Figura 7). Las
colonias presuntivas, compatibles con Listeria spp. fueron reaisladas en placas con
agar soya tripticaseina con 0,6% de extracto de levadura (ASTEL) para su purificacion

con incubacion a 35° C por 24 horas, hasta su uso en las pruebas de identificacion.

Figura 5. Aislamiento de L. monocytogenes (ATCC 19114) en medio Oxford.

(Foto de: Jocelin Ledesma Lopez, 2017).
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Figura 6. Catalasa positiva ATCC 19114.

(Foto de: Jocelin Ledesma Lopez, 2017).

Figura 7. Tincion de Gram L. monocytogenes ATCC 19114.
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(Foto de: Jocelin Ledesma Loépez, 2017).
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Identificaciéon Bioquimica:

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas para las cepas presuntivas a
L. monocytogenes las cuales se incubaron 7 dias a temperatura ambiente.
Movilidad en medio SIM (Sulfihidro (-), Indol (-), Movilidad (+) a 25° C), Rojo de metilo

(+), Voges Proskauer (+), manosa (+), ramnosa (+), manitol (=) y xilosa (-).

Figura 8. Pruebas bioquimicas ATCC 19114. A) Medio SIM. B) Medio -Voges-Proskauer.
C) Medio Rojo de metilo. D) L. monocytogenes movilidad (+) en agar (SIM),
crecimiento en forma de paraguas (tubo sefalado con la flecha).

(Fotos de: Jocelin Ledesma Lépez, 2017).
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Extraccion de ADN de Listeria monocytogenes por medio de Wizard Genomic

DNA Purification Kit PROMEGA TM050 (Schagat, et al., 2013)

Se colocaron 25 mL o 25 g de cada muestra de queso y leche en frascos Schott de

500 mL (Kimax) ® que contenian 225 mL de caldo de Enriquecimiento Base Listeria

(LEB- Merck®) se homogeneizaron e incubaron a 30° C por 6 dias. A las 24 horas de

la incubacion se realizo la extraccion de DNA.

1.

Se depositdé en un tubo de microcentrifuga, 1.5 mL del caldo de enriquecimiento
de Listeria homogeneizado con la muestra de leche o queso.

Se centrifugd por 5 minutos a 14000 RPM para obtener un paquete celular. Se
desecho el sobrenadante, y se adicionaron 150 uL de buffer TE

(Tris 10 mM-EDTA 1Mm) se homogenizé por vortex durante 1 minuto.

Se le adiciond 10 pL de lisozima (25 mg/mL en Tris), e incubd la muestra a 37°C
durante 30 min, transcurrido el tiempo se adicionaron 150 pyL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), y 500 pL de solucion de lisis.

Se homogenizé la mezcla con vortex durante 1 min, se incubé durante 1 min en
hielo, repitiendo este paso tres veces.

Posteriormente se incubd la mezcla a 65°C durante 30 minutos, dejandola enfriar
a temperatura ambiente, una vez terminado el periodo de incubacién se
adicionaron 200 uL de solucién de precipitacién de proteinas, que contenia el
Kit de Promega, se homogenizd por vortex e Incubé 5 min en hielo.

Después se adicionaron 200 uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agito
por vortex 5 minutos y centrifugd 5 minutos a 14000 RPM para dividir la muestra

en dos fases, la fase acuosa se paso a un tubo limpio de 1.5 mL, que contenia
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300 pL de cloroformo, se homogenizé la mezcla por inversion, se centrifugd por
5 min a 14000 RPM.

7. Se recolectd el sobrenadante en un tubo de 1.5 mL que contenia 500 pL de
isopropanol, se dejé incubar a -20°C durante toda la noche.

8. Al dia siguiente se centrifugd 5 minutos a 14000 RPM

9. Se eliminé el sobrenadante, el isopropanol restante se removié con papel
absorbente y se le adicion6 500 uL de etanol frio al 70%.

10. Se centrifugo 5 minutos a 14000 RPM y cuidadosamente se elimino el etanol, se
puso a desecar durante 20 min. Se adicionaron 20 pL de solucién de
rehidratacion de ADN

11.Se almaceno en refrigeracion de -2 a -8°C.

El ADN resultante de la extraccidon se cuantificé por medio de espectrofotometria con
el NanoDrop (espectrofotometro ND-1000), obteniendo las siguientes mediciones de
las muestras presuntivas a L. monocytogenes de ADN en 1 uL: M55: 186.7 ng/uL;
M48:65.7 ng/uL; M47:137.8 ng/uL; M42:60.6 ng/uL; M61:177.5 ng/uL. Para el caso del
control positivo de la ATCC 19114 se cuantificé 550 ng/uL de ADN. Para determinar la
integridad del ADN se corrié un gel de agarosa al 1% y se visualizé en un lector de

geles.

Se realizo la deteccidn de Listeria monocytogenes, en productos lacteos, por medio de

la reaccidn en cadena de la polimerasa, después de la extraccién de ADN (Schagat,

2013), con la finalidad de determinar rapidamente la inocuidad del producto.
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Se utilizaron los iniciadores probados para la amplificacion del gen hly de L.
monocytogenes hly A177 Forward (5TGCAAGTCCTAAGACGCCA3’) y hly A177
Reverse (5’CACTGCCATCTCCCGTGGTATACTAAZ’) (Barbau-Piednoir, et al., 2012).
Los 6 principales genes asociados a la virulencia de L. moncytogenes (prfA picA, hly,
plcB, mply actA) estan unidos en una regién cromosomica de 9kb conocida como: Isla
de patogenicidad LIPI-1, que son genes de virulencia asociados a prfA. prfA es el gen
que codifica para una proteina reguladora, la cual activa la trascripcion del gen hly, y
del operdn de lecitinasa que incluye los genes mpl, plcB y actA. EI monocistron hly,

codifica para la listeriolisina O (Rodas, 2009).

Las concentraciones de la mezcla de reaccidn, asi como las condiciones en las que se

llevé a cabo la reaccion de la PCR se muestran en los cuadros 5 y 6.

Cuadro 5. Mezcla de reaccion empleada en la PCR para la amplificacion del gen hly.

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN, POR CONCENTRACJON
INICIAL REACCION POR REACCION
Regulador 10X 2.50uL 1X
dNTP's 5mM 1.00uL 0.2mM
Iniciador (Forward) 20uM 0.25uL 0.6uM
Iniciador (Reverse) 20uM 0.25pL 0.6uM
Taq DNA pol. 5U/uL 0.10uL 1U
MgCl 50mM 0.75uL 1.5mM
DNA - .00 -
H.0 C.b.p 25uL 19.15uL -

Fuente: Contreras, 2016.
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Las condiciones de amplificacion fueron 94°C/5 min, seguido de 40 ciclos de 94°C/1
min, 61.5 °C/1 min, 72 °C/1 min, y un ciclo final de 72 °C por 5 min.

El producto esperado fue de 117 pb para Listeria monocytogenes.

Cuadro 6. Condiciones de la PCR para la amplificacion del gen hly.

Etapa Temperatura / Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C / 5 min. 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C /1 min.
Alineamiento 61.5°C/ 1min. 40
Extension 72°C/ 1 min.
Extension final 72°C/5 min. 1

Fuente: Contreras, 2016.

Se tomaron 3.5 pl de ADN de la muestra después de la reaccién de PCR y se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, usando como referencia el marcador
de peso molecular de 100 pb y bromuro de etidio como marcador colorante. Finalmente,
el gel se visualizé en una cabina de luz UV. La prueba se basé en la amplificacién del
gen hly, con un peso molecular de 117 pb, que codifica para la hemolisina extracelular
(listeriolisina O), asociada con el ciclo de infeccidn por L. monocytogenes y que es

100% especifica para este patégeno.
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Para conocer los habitos de consumo de leche y queso, en el area de estudio, se
elaboré y aplicé mediante entrevista, un cuestionario estructurado, para medir la
frecuencia de compra, la cantidad, el sitio de compra y consumidores de los productos
lacteos dentro del nucleo familiar (Anexo uno). La informacion obtenida fue capturada

en una base de datos con el programa Excel.

A los datos obtenidos de cada variable del cuestionario se les realiz6 un analisis
estadistico, primeramente, un analisis descriptivo de cada variable, mediante
frecuencias absolutas y relativas, medidas de tendencia central y de dispersién. Para
observar diferencias entre grupos de consumidores de leche y queso, ademas se

realizdé un analisis estadistico bivariado.
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6.0 RESULTADOS

ENCUESTA

Se realizaron un total de 398 entrevistas con igual numero de cuestionarios
respondidos, en los tres municipios bajo estudio, la mayor parte 52% (207/398) en el
Municipio de Tecamac, Tizayuca 24.6% (98/398) y Tulancingo 23.4 (93/398). La
mayoria de las entrevistas fueron realizadas en los Centros de Salud 58.3% (232/398),
escuelas 19.3% (77/398) y el resto de diversos sitios 22.4% (89/398), tales como:
comercios, parques o plazas publicas, tianguis sobre ruedas, explanada del palacio

municipal y en la via publica.

El 50% (199/398) de los entrevistados tuvo un rango de edad de 26 a 47 afios, con una
mediana de 34 anos. Segun la informacién recabada, habia de 1 a 11 personas en
cada vivienda, al menos en el 50% (199/398) de los hogares, tuvo 4 ocupantes o
menos. El 81% (322/398) de las personas en las entrevistas refirid la presencia de

menores de edad en la vivienda.

El 94% (375/398) de los entrevistados refirié el consumo de leche en su vivienda, en
los casos en donde no habia consumo 6% (23/398), las principales causas de ello
fueron: no agrado por el producto o no la necesitan, seguida por problemas de salud
como intolerancia, alergia o algun otro malestar; otras causas reportadas en menor
porcentaje fueron el retiro del apoyo por parte de Liconsa o la no disponibilidad de este
servicio, consumo de leche de soya y finalmente por causas econdémicas.
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En el 94.2% (375/398) viviendas en las cuales se consume leche, reportan que en el
82.1% (308/375) consumen leche pasteurizada, el 16.3% (61/375) adquieren leche sin

pasteurizar y 6 de ellos no supieron contestar.

Segun la poblacioén entrevistada se consume leche bronca en principio por gusto (sabor,
olor, entre otros), en seguida por considerarla un alimento nutritivo, natural o mas sano
y finalmente porque es mas econdémica que la leche envasada en un empaque de

carton.

El consumo de queso entre la poblacion entrevistada fue casi generalizado 97.5%
(388/398), las personas que no lo consumian expresaron los siguientes motivos: por
falta de dinero (4), no les gusta (2), no les da confianza (1), por alergia (1), por indicacién

médica (1), un caso no indicé el motivo.

De un total de 388 consumidores de queso, 9 de cada 10 refirieron consumir alguna
variedad de queso fresco (89.7%, 348/388). Las variedades de mas preferencia fueron
el queso panela 53% (184/348), blanco 16% (56/348) y canasto 13% (45/348)
respectivamente, con frecuencias mas bajas se refirieron combinaciones de dos y hasta

cuatro quesos.
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En cuanto al tipo de queso que los consumidores adquieren, un 21.13% (82/388)
consumen queso sin marca o artesanal, otro hecho que destaca es que una gran parte
de los entrevistados (46%, 177/388) no supieron o no recordaron la marca del queso

gue consumen habitualmente.

Del total de entrevistados, 56% (221/398) reconocieron el riesgo de contraer
enfermedades por el consumo de leche y queso sin pasteurizar, sin embargo, muchos

no pudieron precisar que problemas de salud en especifico.

RESULTADOS MICROBIOLOGICO Y PCR.

De 6,431 establecimientos de venta al por menor y 20 tianguis en el Municipio de
Tecamac que tiene registrado el Instituto de Informacion e Investigacién Geografica,
Estadistica y Catastral del Estado de México (IGECEM, 2013), 1,494 unidades
economicas, de comercio al por menor y un tianguis en Tulancingo, Hidalgo, asi como
623 unidades econdmicas de comercio al por menor en Tizayuca, Hidalgo y 4 tianguis
que tiene registrado el INEGI (Nieto, 2017). Se visitaron en total 20 unidades de
comercio en Tecamac, distribuidos en: 12 puestos ubicados en el tianguis y 8 tiendas
de abarrotes; en Tulancingo, se visitaron 25 unidades de comercio, 14 tiendas de
abarrotes, 8 domicilios particulares en los cuales se comercializa leche bronca y se
elaboraba queso artesanal, 2 establos y un botero el cual distribuye la leche bronca a
domicilio; y en Tizayuca, se visitaron 16 unidades de comercio, de los cuales 9 estaban

dentro del Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca (CAITSA), donde se
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vendian leche bronca y quesos artesanales, y 7 en tiendas de abarrotes del municipio.

Lo anterior permitié obtener 40 muestras de queso y 21 L de leche.

Todas las muestras fueron procesadas para el aislamiento bacterioldégico de
L. monocytogenes, las muestras presuntivas a L. monocytogenes se les hizo una
identificacion molecular por PCR punto final. De las 61 muestras analizadas, 21 L de
leche bronca y 40 piezas de queso fresco artesanal, comercializados en el Estado de
Hidalgo y Estado de México en los municipios de Tizayuca, Tulancingo y Tecamac,
durante los afos 2016 y 2017, no se logré determinar la presencia de L.
monocytogenes, con ninguno de los dos meétodos establecidos, el aislamiento

bacteriolégico ni por la identificacion molecular (Figura 9).

Figura 9. Resultados negativos de amplificacion del gen hly (117pb). Carril 1, marcador de
peso molecular (100pb), Carril 2, control positivo cepa de L. monocytogenes ATCC 19114,
Carril 3, L. seeligeri (control negativo); carril 4-8 muestras 42, 47, 48,55 y 61 negativas a
L. monocytogenes.
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(Foto de: Jocelin Ledesma Lopez, 2017).
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7. 0 DISCUSION

La leche y el queso debido a su contenido nutricional, es uno de los alimentos de alto
consumo en el mundo, por lo que se han centrado parte de las investigaciones en la

presencia de L. monocytogenes (Diaz et al., 2012).

La deteccion de L. monocytogenes en alimentos, especialmente en productos listos
para consumo representa un gran reto, debido a que no se altera el producto, tiene
dosis infectivas bajas, las caracteristicas propias de adaptacion del microorganismo y

la importancia de obtener resultados en poco tiempo (Lépez y Mejia, 2012).

A pesar de que en el presente trabajo no se logré aislar L. monocytogenes en leche
fresca, ni en queso artesanal, no se puede descartar su presencia definitiva ya que se
trata de una bacteria ubicua, por lo que el consumo de productos sin un tratamiento

térmico previo sigue siendo un riesgo potencial (Diaz et al., 2012).

La ausencia de Listeria spp. en leche cruda puede deberse a varios factores como
composicién del suelo, tipo de alimentacion del ganado, condiciones ambientales,

higiene del ordefio y comportamiento bacteriano (Rahimi, 2014).

Las fuentes de Listeria spp. en leche cruda se conoce que pueden provenir de la

contaminacion fecal, del ambiente contaminado durante el ordefo, en el

39



almacenamiento y transporte, de los animales infectados o enfermos y la mala calidad
del ensilaje. Entre la biota del suelo se encuentran algunas especies de Listeria, pero
por la competencia existente entre la misma y otras especies bacterianas, es escasa

su presencia en el forraje (Alba, 2015).

Otro factor que afecta el crecimiento de Listeria es la competencia que se da con
microorganismos propios de la leche y otros microorganismos patégenos, que hacen
mas dificil su supervivencia, debido a que deben competir por nutrientes con otras
especies con un tiempo de duplicacion mas corto, como son las coliformes o las
bacterias acido lacticas, estas ultimas se alimentan de lactosa provocando su rapido
crecimiento y acidificando la leche rapidamente, lo que afecta el crecimiento de Listeria

(Camacho, 2007).

También puede atribuirse al posible efecto inhibitorio de acidos grasos propios de la
leche, por ejemplo, se conoce que los acidos laurico, linoléico y linolénico a pH 5 £ 0.2
son bactericidas, provocando la ruptura de la membrana celular. Los acidos grasos
saturados pueden provocar lisis bacteriana por cambios en la fluidez de la membrana
lipidica, provocando la muerte automatica de la bacteria. Lo anterior se debe a que
Listeria spp. tiene la capacidad de multiplicarse a valores de pH no menores a 4.4 lo
que dificulta su crecimiento con bacterias acido lacticas que soportan pH de 3.2

(Ramirez, 2011).
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Las técnicas convencionales involucran procedimientos prolongados y laboriosos de
enriquecimiento, aislamiento poco sensible debido a la biota de origen presente en la
materia prima, ademas se complementa con la identificacion bioquimica y seroldgica,
generando resultados falsos negativos en muestras con una alta carga microbiana que

puede inhibir la presencia de L. monocytogenes.

Estudios previos han demostrado que L. innocua crece a una tasa mayor que L.
monocytogenes en medios selectivos de enriquecimiento, y si L. innocua se encuentra
en una proporciéon mayor que L. monocytogenes, puede inhibir su crecimiento durante

el enriquecimiento inicial generando falsos negativos.

Los avances en biologia molecular han permitido el desarrollo de técnicas con mayor
sensibilidad en la deteccidon de patdgenos asociados a alimentos; sin embargo, estas
metodologias se han visto limitadas por varios factores que han hecho dificil su
estandarizacién y uso de forma rutinaria. El principal obstaculo en la aplicacion de la
PCR para la deteccion de microorganismos presentes en los alimentos es la falta de
método estandarizado de extraccién a partir de diferentes matrices alimenticias. La
presencia de compuestos propios del alimento (fenoles, glicogeno, grasas y otras
sustancias organicas) pueden actuar como inhibidores de la reacciéon de amplificacion

y arrojar resultados falsos negativos (Lopez y Mejia, 2012).

Los resultados obtenidos concuerdan con los informados por Araya et al., (2008),

quienes realizaron una investigacién en la Universidad de Costa Rica durante el afio
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2006, donde también determinaron la ausencia de L. monocytogenes en un total de 25
muestras de leche cruda obtenida por ordefio manual y provenientes de cinco
productores diferentes, aun cuando en el presente trabajo se duplicé el tamafio de

muestra.

Al igual que en otras investigaciones realizadas en las lecherias de Guapiles, Limén y
Moravia en San José de Costa Rica, por Ellner et al., (1991), tampoco se logré aislar

L. monocytogenes.

En otro estudio realizado por Mayorga (2004 ), en la provincia de Cautin, Chile, tampoco
se determind la presencia de este patdgeno en leche cruda almacenada en tanques de

enfriamiento de 33 establos.

En Canada y EUA, diversos estudios indican que la prevalencia de L. monocytogenes
en leche y productos lacteos varia desde 0 al 12% (Pitt, et al., 1999). Reuben y col.
mencionan una prevalencia del 5.4% en Canada (Morales, et al., 1995), sin embargo,

en México no se tiene informacién (Rodriguez, et al., 2009).

En otro estudio, Diaz y colaboradores (2012), ademas de buscar la presencia de L.
monocytogenes en leche fresca, también investigaron otros microorganismos de
importancia sanitaria, de donde se pudo aislar Staphylococcus aureus, Streptococcus

spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, lo que indica la baja calidad sanitaria
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de la leche y el alto grado de contaminacion microbiologica. El bajo numero de L.
monocytogenes junto con el alto numero de otros microorganismos presentes en la
leche fresca, hace mas dificil su aislamiento por ser ésta una bacteria que se encuentra
en bajas proporciones y finalmente se inhibe frente a otros microorganismos, ya sea
por la competencia de nutrientes o por la produccion de bacteriocinas con accién

bactericida o bacteriostatica (Diaz et al., 2012).
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8.0 CONCLUSION

En México, los estudios epidemioldgicos sobre la incidencia y formas clinicas de la

listeriosis y sobre la presencia de L. monocytogenes en los alimentos son escasos.

En la literatura consultada, no fue posible obtener datos sobre la incidencia de este
microorganismo, ya que en los procesos gastroentéricos por L. monocytogenes no se
declaran, o bien son incluidos en otros procesos diarreicos por no seguirse su analisis

en forma rutinaria.

Hasta el momento la listeriosis no ha sido un problema de Salud Publica en el sitio
donde se obtuvieron las muestras, sin embargo, a pesar de que en el presente trabajo
no se logro aislar L. monocytogenes en leche bronca, ni en quesos artesanales, no se
puede descartar su presencia definitiva ya que se trata de una bacteria ubicua, por lo
tanto, no deja de ser una alerta a la poblacion, ya que el consumo de quesos
artesanales y de leche bronca en estos municipios, es una practica cotidiana, por lo

tanto son un riesgo para la Salud Publica.
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Anexo uno

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

TR0 WAOIONAL AUTONGHEA
(TS L)

s e

Cuestionario sobre habitos de consumo de leche y derivados

| Nota: En los espacios sombreados y en letras cursivas se sefialan las instrucciones para el entrevistador.

Presentacion: Me llamo (nombre del entrevistador) y pretendemos obtener informacion para un proyecto
de Investigacion a cargo de la UNAM. Queremos conocer sobre los habitos de consumo de lacteos en
la poblacion de Hidalgo y México. Solicitamos su colaboracion para contestar este cuestionario (5
minutos de su tiempo). La informacién que nos proporcione sera confidencial y exclusivamente utilizada
para fines de investigacion.

O. INFORMACION ADMINISTRATIVA [(Anote la informacién o rellene los circulos segin corresponda)]

0.1 Folio del cuestionario Numero de folio:
Fecha:/ /[ /1 [ [/ [ [ [ |

0.2 Fecha de la entrevista Dia Vos ARG
0.3 Lugar donde se realiza la entrevista | QO Centro de Salud O Otro [(especificar)|
O Escuela

1. DATOS GENERALES DEL ENTREVISTADO(A) |(Anote la informacién o rellene los circulos segun]|

corresponda)
li.\j"g,Cual essuestado  q Soltero(@) O Casado(a) O Otro
1.2 ¢ Cuéantas personas Numero: /__ /__ / 1.3 ¢ Usted tiene O si O N
viven en su casa? O Vive solo(a) hijos? ! °
1.4 ;Cuantos afos /] 1.5 Rellene segun .
tiene? Afos cumpiidos corresponda O Mujer O Hombre
1.6 ;Cudlessugrado O Primaria O Medio superior O Posgrado
maximo de estudios? O Secundaria O Licenciatura O otro:

2. CONSUMO DE LECHE

2.1 ¢En su casa consumen leche de

vaca? O si O No
22 ;Dequémarca O De . O Leche bronca
o tipo? marca O Liconsa/Conasupo O Otra:
, O Minisuper
2.3 ¢ En qué sitios la compra? O Tienda abarrotes O Supermercado O Otra:

O Cremeria O Lechero/Botero

ifm%?au?e cantidad de leche /| | Litrosdeleche O Dia O Semana O Mes
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3. Contestar solo si se refiere el consumo de LECHE BRONCA...

3.1 ¢ Hierve la LECHE BRONCA? O si O No  3.1.1 ;Cuanto tiempo?
32 ; Reaul t tos dias | O El mismo dia O En una semana
.2 i Regularmente en cuantos dias la ] "
consumen? O De 2 a3 dias maximo.
O otro:
3.3 ¢Si no la consume el mismo dia, la O si O No
refrigera?

3.4 ;Qué lo(a) motiva a consumir leche bronca? R.

3.5 ¢ Con que frecuencia la consume? O Siempre O Ocasionalmente

3.6 ¢En el tltimo mes la consumio? O Si O 3.7 ;En el dltimo afio la consumié? O Si O No
No

4. CONSUMO DE QUESO Y DERIVADOS

4.1 ; Compra queso para el consumo
¢~ompra queso p Osi O No
familiar?
O Fresco (panela, canasto, blanco, ranchero)
4.2 ;Qué tipo de quesos compra? O Oaxaca

O Otro tipo:

O Especifique marca

4.3 ;De qué marca?
¢beq O Sin marca

O “kilo O Dia O Semana O Mes
4.5 ; Qué cantidad de queso compra? O *%kilo
O Otra cantidad:
4.6 ;Con qué frecuencia compra O Diario O Cada semana O Cada
queso? O  vecesporsemana O Cadaquincena  mes
O Tianguis O Tienda de abarrotes
4.7 i En qué sitios compra el queso? O Mercado O Supermercados O otro:
O Cremeria O Minisuper

6. INFORMACION SOBRE SALUD PUBLICA

6.1 ;Sabia que por consumir leche bronca o quesos frescos puede contraer )
Osi O No
enfermedades?

6.2 ;Sabe cuales enfermedades?

6.3 OBSERVACIONES:

GRACIAS POR SU PARTICIPACION
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