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RESUMEN

El desarrollo de la industri alimenticia como consecuencia de la exigencia de una
poblacion deseosa de consumir alimentos que cumplan con los estandares de
calidad, ha originado que se implemente tecnologia de punta en las plantas
productoras de alimentos originando cambios que afectan la epidemiologia de las
enfermedades alimenticias y como consecuencia de ello, nuevos riesgos
microbioldgicos como es el surgimiento de patégenos que no eran reconocidos
como tales y que ahora adquieren un papel preponderante dentro la microbiologia
sanitaria. Tal es el caso de Campylobacter yeyuni, Escherichia coli 0157:H7, Vibrio
vulnificus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolifica y Listeria monocytogenes, entre
otros, esta ultima de habitat cosmopolita y que por lo mismo puede que se
verifique su presencia en diversos ambientes y alimentos, por o que su deteccion
en los puntos criticos de control que se establezcan en la planta procesadora,
servira para tomar medidas cormrectivas de higiene y desinfeccién en todo el
proceso. Por ello, se colectaron adecuadamente muestras de aire, agua potable,
agua residual, superficies vivas e inertes, materia prima y producto terminado, las
cuales se procesaron acorde al método establecido segun NOM-143-SSA1-1995
con cierta modificacion en lo que se refirié a las muestras de aire y agua potable.
Esto condujo a la obtencion de 0.5 % de incidencia de Listeria monacytogenes y
6 % de Listeria innocua en producto terminado, mientras que en la materia prima
solo el 3% para el patégeno, L.m. En las superficies vivas e inertes se detectdé un
3y 36 % de incidencia para L. i respectivamente y la ausencia de L. m. En agua
potable y aire no se detectd ninguna de las dos especies, mientras que en agua
residual se presenté un 100 % de L. i. Esto indica que existe escasa incidencia
del patogeno en cuestion en la planta, pero también condiciones adecuadas para
que pueda establecerse en la misma, como lo demuestra la presencia de la
especie saprdfita detectada en varias muestras, por lo que el cumplimiento de las
buenas practicas de manufactura, asi como el seguimiento del HACCP
implementado, seran |a pauta para evitar la introduccion y establecimiento de
Listeria monocytogenes en la planta estudiada.



Dnteodsceitn

Como consecuencia de la globalizacién, en la actualidad, la industria
alimentaria se ha desarrollado a pasos agigantados gracias a que ha adquirido
tecnologia de punta, con la cual ha sido posible incrementar la cantidad de
productos dirigidos a una poblacidn mas grande y exigente con respecto a |os
estandares organolépticos, fisicoquimicos y microbiclogicos, y de esa manera

cumplir con los requerimtentos de un mercado cada vez mas competitivo.
( Frazier, W.C_, 1993 ).

Los cambios demogréficos, asi como los estilos de vida del consumidor y
las diversas preferencias alimenticias, cabe mencionar el empleoc de métodos
répidos de preparacion de alimentos, la manufactura de alimentos practicos o de
conveniencia, asi como alimentos més frescos, o minimamente procesados que
cumplan con especificaciones de salud, pueden influenciar en la formulacién,
manufactura, nuevos procesos, preservacion, nuevas técnicas de empaque y la
distribucion que se han incorporado en la actualidad a la fabricacion de productos
alimenticios. (Knabel, S.J., 1995).

Las buenas préacticas de manufactura que se deben cumplir en la
produccién de alimentos, no son de utilidad cuando el hombre, durante la
manipulacion del producto llega a contaminarlos al momento de la produccion,
proceso, distribucion y/o preparacién. La mayoria de las descripciones de los
brotes de enfermedades transmitidos por alimentos, sefialan como causas los
defectos o practicas no correctivas en los establecimientos donde se sirven o
preparan alimentos, asi como en los hogares, en conjuncién a una serie de
acontecimientos que difieren en algo de acuerdo a cada agente etiolégico que se
presente. ( ICMSF, 1994); por lo tanto, sabemos que las enfermedades ligadas al



consumo de los alimentos son, en efecto, consideradas como la mayor causa de
morbilidad y mortalidad, tanto en los paises industrializados como en los
subdesarrollados. { Aureli, P., 1998 ).

Todos estos cambios afectan la epidemiologia de las enfermedades
transmitidas por los alimentos, presentando nuevos riesgos microbioldgicos, asi,
en las dos décadas pasadas, varios microorganismos que no fueron previamente
reconocidos como patdgenos importantes como tales, han sido descritos
recientemente y han adquirido un papel preponderante en el escenario de la
microbiologia sanitaria, asi pues, Campylobacter jejuni, Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae y
Yersinia enterocolitica, son hoy en dia dolores de cabeza para muchos
productores y microbiologos de alimentos, ya que algunos de ellos pueden crecer
a temperaturas de refrigeracién y sobrevivir a una gran diversidad de tratamientos
de preservacion, lo que se relaciona con la habilidad del microorganismo para
adaptarse al medio ambiente. (Lovett, J. et al., 1988; Knabel, S.J.,1995).

Todas son de importancia en lo que se refiere a calidad sanitaria pero en el
caso particular de L. monocytogenes , ultimamente ha adquirido mucho mas, ya
que ha ocasionado varios brotes en la Unién Americana. L. monocytogenes es
una bacteria gram positiva de forma bacilar, no formadora de esporas, aerabica,
generalmente movil, catalasa positiva, su temperatura dptima de crecimiento es
de 30 — 35 °C, pero puede crecer dentro de una escala que va desde 1 °C hasta
un valor cercano a los 45 °C. La ingestion de L. monocytogenes es de riesgo
para el humano, ya que puede resultar en listeriosis. Esta bacteria patégena reside
frecuentemente en el tracto gastrointestinal de muchos animales, se ha
encontrado en por lo menos 37 especies de mamiferos ( tanto domeésticos como
salvajes), asi como por lo menos 17 especies de pajaros y algunas especies de
peces y mariscos.
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El microorganismo entra en la cadena alimentaria indirectamente por el
esparcimiento de heces dentro del medio ambiente o directamente por
contaminacion durante la produccidon en el campo, en €l procesamiento, la
distribucion y preparacién para el consumo. ( Miller, AJ. et. al., 1997 ). Su
habilidad para crecer a menos de 5°C y a una actividad de agua baja, explica la
frecuente presencia del patégeno en ambientes ( piso y drenajes, especialmente
en areas alrededor de refrigeradores y lugares sujetos a contaminacién externa )
de plantas manufactureras de alimentos, particularmente en biofilmes formados en
superficies, incluyendo acero, vidrio, plastico y otros materiales. ( Miller, A.J, et. al.,
1997), por lo que, la responsabilidad de quienes procesan alimentos para todas
las capas de la sociedad es grande, ya que ademas de ofrecer productos
alimenticios que cumplan una funcion nutrimental, éstos deben de estar exentos
de contaminantes que atenten contra la salud de los consumidores. Por ello, su
seguridad juega un papel primordial, tanto que existen métodos cientificos para
llevarla a la practica en la industria. Asi, se han introducido en varias industrias
procesadoras de alimentos en la década actual, tres corrientes muy importantes
frente a los aspectos de inocuidad y calidad: el control total de la calidad , el
sistema de analisis de riesgos y control de puntos criticos ( HACCP) y las buenas
practicas de manufactura, estas herramientas ya son parte del glosario de toda
empresa responsable . (Tecnologia de Alimentos, Industria. 1998 ).

Estos sistemas pueden garantizar la calidad, ya que su aplicacion se realiza
a diferentes eslabones de la cadena alimentaria, desde la produccion primaria
hasta el consumo, ademas se puede ligar al programa de aseguramiento de
calidad; los cuales en conjunto dardn un enfoque sistematico para identificar
peligros y estimar los riesgos afin de establecer la medida para controlarlos.
( Manual de aplicacion del sistema HACCP, 1993 ), presentando especial atencién
a cada uno de los trabajadores del sistema alimentario, los cuales, juegan un rol
significativo al de vigilar y controlar todo el proceso, para reducir riesgos de
enfermedades transmitidas por alimentos, durante la adquisicion, almacenamiento,
preparacion, servicio y consumo. ( Knabel, S.J., 1995 ).
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En virtud, de que existe poca informacion de la incidencia de L.
monocytogenes en plantas procesadoras de alimentos, Su Uuso como
microorganismo clave para detectar puntos criticos es muy importante, ya que su
hallazgo serviré para establecer medidas de control que conlleven a la obtencién

de alimentos microbiolégicos estables e inocuos.



ANTECEDENTES

1.- Listeria monocytogenes

. En los afos 80, Listeria monocytogenes se reconocié como un patdégeno
transmitido por alimentos, cuando los cientificos y las autoridades de salud
reconocieron que la bacteria presentaba un potencial para causar serios
problemas de salud, que es agravado debido a su capacidad para crecer a
temperaturas de refrigeracién. ( James, 1992 , Schuchat, 1991 ). En el afo de
1981, ocurre un primer brote por este patdgeno a causa del consumo de a
ensalada de col, manufacturada con vegetales cultivados en suelos abonados con
estiércol de ovejas ( Scharwtz y cols, 1988 ).

Paralelo a estos brotes, en el periodo del ano 1983 a 1987, se suscitaron 6
mas en ciudades como Boston, Los Angeles, Philadelphia, Arizona, y en los
cuales los alimentos involucrados fueron principalmente leche y productos
derivados de la misma ( Silliker, 1986, FDA, 1992 ) .

Después, una investigacion llevada cabo por le Centro de Control de
Enfermedades en Atlanta, revelé que durante el periodo de diciembre de 1998 a
febrero de 1999, ocurrieron 75 casos de listeriosis transmitida por alimentos entre
los que se involucraron "hot dog "y productos marinos contaminados. ( Dillon,
et al., 1993). En Francia, en octubre del 1999 a marzo del 2000, se detectaron
tres casos de listeriosis, donde se involucrd como alimento de transmision a un
producto carnico de res y a un producto carnico de puerco.

Nuevamente, en octubre 2000 a enero del 2001, el Centro de Control de

Enfermedades de Carolina del Norte, reportd tres casos de listeriosis causados
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por queso fresco estilo mexicano hecho en casa producido con leche cruda
contaminada que provenia de una granja local.

Un caso de contaminacion de productos similares a los curados que
estudiaron en Atlanta, se presenté en el mercado mexicano con salchichas
provenientes de E.UA, y exportadas a México, para almacenes de venta al
mayoreo. Sé prohibié su venta de acuerdo a lineamientos de Secretaria de Salud,
una vez que se comprobd la presencia del microorganismo y fue retirada del
mercado justo a tiempo, lo cual se consideré como una buena estrategia por las
autoridades de salud de ambos paises. ( El Norte, 2001 ).

2.- Incidencia de Listeria monocytogenes en alimentos, agua, superficies
vivas e inertes y ambiente.

Debido a que L. monocytogenes se encuentra ampliamente diseminada,
su presencia como contaminante en alimentos frescos puede hasta cierto punto
ser natural, por lo mismo muchos alimentos han sido involucrados en los brotes y
epidemias de listeriosis como la leche (Fleming, D.W. et al., 1985), queso (James
et al., 1985) y ensalada de col, zanahoria y cebolla (Schlech, W.F. et al., 1983).
En el afio de 1979 en Boston se presenté una epidemia debido al consumo de
vegetales crudos especialmente apio, tomates y lechuga, mismos que fueron
estudiados por Ho, J.L. et al., 1986. Y realizando investigacidon en este aspecto,
Schlech, W.F., et al.(1983), llevaron a cabo varios aislamientos de L.
monocytogenes a pariir de ensalada de col, zanahoria y cebolla refrigerada
durante una epidemia de listeriosis en Canada, ademas de obtener el mismo

serotipo (4b) de muestras sanguineas de un paciente.

Alvarez, M.B. et al., (1995), reportan que debido a que las verduras son
vehiculos de transmision importante de L. monocytogenes, se ha intentado
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proteger a [os consumidores mediante |la propuesta de norma de cero tolerancia
en alimentos para su consumo.

Productos diferentes estudiados por, Graw, F.H. et al, (1892), en
Australia, amojaron datos de esta bacteria en 93 de 175 muestras de carnes
procesadas y empacadas al vacio. En ese mismo ano, Piner, R, realiz6 una
extensa revision de este patdgeno en diversos tipos de carnes y demostré su
presencia en muestras de camne aves, res, cerdo, cordero, embutidos y en
productos carnicos ya procesados. Tobia, M.B. et al., en 1997, investigaron la
presencia de Listeria spp y L. monocytogenes en embutidos termoprocesados,
empacados al vacio, conservados en fric y consumidos sin ningun proceso de
coccién o0 con minimo calentamiento como salchichas tipo viena, mortadela,
salchichdn con jamén, provenientes de diferentes mercados; y en las cuales un
23 % de aislados fueron identificados como género Listeria, de las cuales 16.6 %
fueron tipificadas como L. monocytogenes. Esta incidencia se presentd
probablemente debido a una contaminacién post-proceso o proceso térmico
insuficiente de las muestras.

En un estudio de incidencia de Listeria spp. en alimentos vendidos en los
Emiratos Unidos Arabes, Gohil, V.S, et al., (1994), analizaron un total de 431
muestras de productos lacteos y solo por mencionar algunos resultados, ellos
encontraron gque en la leche pasteurizada no hubo incidencia de Listeria spp. ,
pero en cuatro muestras de queso blanco importado se confirmd la presencia de
L. monocytogenes, de 30 muestras de pollo fresco una contenia a la bacteria y
en 18 de 39 muestras de pollo congelado también se confirmé su presencia.

Dayle, en 1997, debido a la descripcidn de las caracteristicas ecoldgicas y
fisioldégicas de esta bacteria como un patégeno transmitido por los alimentos y su
amplia distribucidon en los alimentos, condujo un estudio, para corroborar su
frecuente ocurrencia en los mismos; ademas de ello, enfatizo, que este

microorganismo es mas persistente en los alimentos debido a que crece sobre
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superficies como condensadores, paredes, techos y utensilios de limpieza en las
plantas procesadoras de alimentos de donde se desprende la posibilidad de que
los alimentos sean totalmente involucrados en la contaminacién de dicho
patégeno, a pariir de dichas fuentes. Esto, reviste gran importancia por lo que
muchos estudios se han enfocado a la deteccién de la bacteria en superficies
inertes como el trabajo realizado por Lowry, P.D. et al., (1988), en Nueva Zelanda,
quienes encontraron que de 30 a 65 % de las superficies de trabajo y cuchillos
resultaron positivos para L. monocytogenes. Un ano mas tarde, Sinelling, A M.
et. al., (1991), analizaron |la sobrevivencia de L. monocytogenes en las puntas de
los dedos de los manipuladores de alimentos, asi como los factores que afectan la
eliminacion del organismo por el lavado de manos y la desinfeccion, ellos
encontraron una sobrevivencia del patdbgeno mayor de 60 minutos cuando el
inoculo se suspendié en solucién salina y este tiempo se incrementd cuando el
inoculo se suspendic en leche. Similarmente, Kerr, K.G. et al.,, (1993) , midieron
la prevalencia de Listeria spp., en |las manos de 99 trabajadores encargados de
la produccion y venta al menudeo de alimentos; esto fue realizado usando como
control un grupo de 75 oficinistas, y se encontré que de los 99 trabajadores, el 12
% portaban Listeria spp. y el 7 % portaban L. monocytogenes, mientras que el
grupo control no presenté el genero bacteriano.

Otros trabajos como el realizado por, San Marco y cols, en 1997, evaluaron
la presencia de Salmonella, Listeria y Yersinia en ambientes, superficies de
trabajo, equipo y manipuladores de mataderos, encontrando 11.1 % en cuchillas,
6.25 % en tablas de picar y 56 % en pisos, para Salmonella spp, para Yersinia
enterocolitica se encontré 16.7 % en pisos y 12.5 % en tablas de corte; L.
monocytogenes, se detecto en un 13.3 % en estropajos de pisos y 7.1 % de
recipientes para lavado de manos, ademas de otras especies de Listeria
encontradas en estropajos de pisos y paredes y tablas de corte. Wong en 1998
menciona que L. monocytogenes sobrevive por periodos prolongados en acero
inoxidable y bandas de goma, materiales comunmente usados en equipo para

procesamiento de alimentos. La sobrevivencia es afectada por la temperatura, la



humedad relativa, la superficie de adhesion y el suelo. Algunos componentes de |a
goma inhiben el crecimiento del microorganismo en la banda, el cual también
afecta la eficacia de los sanitizantes para la inactivacion en las peliculas
microbianas. Aunado a esto, Smoot y Pierson en 1998 revelaron el efecto del
estrés ambiental debido a la temperatura y el pH, sobre la habilidad de L.
monocytogenes para adherirse a superficies de contacto de alimentos como
bandas y acero inoxidable. Ellos demostraron que la bacteria se puede adherir a
tales superficies a una temperatura de 10 a 45 °C y los niveles maximos de
adherencia de las células a ambas superficies es a una temperatura de 30 °C; por
el contrario, €l pH muy acido disminuia la habilidad de Listeria para adherirse a
las superficies de contacto, pero ésta si se puede unir si el valor del pH esta 4y 9.

Un sitio preferido por L. monocytogenes para habitar, ademas de ofras
bacterias potencialmente patégenas son las aguas residuales, mismas que fueron
analizadas por, Watkins, J. et al., (1981), ademas de las aguas de rio y afluentes
industriales de mataderos, mercados de ganado y plantas de empaquetamiento de
aves. Todas las muestras resultaron positivas a la presencia de L.
monocytogenes. En muchas instancias, las poblaciones de L. monocytogenes
fueron tan altas, como aquellas obtenidas para Salmonella y en otras fue
detectada L. monocytogenes aun cuando Salmoneilla no estaba presente
(Beuchat y Ryu, 1997). Por otra parte, Guenich y Muller en 1984, determinaron la
presencia de L. monocytogenes en 66 muestras de aguas residuales y de
efluentes después del paso biclogico en una planta pretratadora de dichos fiuidos
y de donde aislaron 697 cepas de Listeria de las cuales, el 84% fueron L.
monocytogenes, encontrando una concentracion entre 10° — 2.4 x 10° cel/ litro y
observando una multiplicacién del microorganismo del 45% durante la oxidacion
biologica en el tratamiento de aguas residuales.

Otro trabajo similar pero realizando la deteccion y enumeraciéon de L.
monocytogenes, fue llevado a cabo en 1986 por Al-Ghazali y Al-Azawi en



Bagdad, Irak, en donde, aislaron a este microorganismo en una planta tratadora
de aguas residuales en todas las etapas del proceso, en donde ademas,
comprobaron que los pasteles de lodo residual resultantes, asi como las
descargas finales no estaban exentas de Listerias, por lo que el utilizar estos
residuos como fertilizantes o rellenos sanitarios resultaria peligroso en virtud de la
diseminacién del microorganismo en el ambiente. Resultados semejantes se
obtuvieron en ofra investigacion realizada por Geuenich, et al., en 1985, quienes
describieron la ocurrencia de diferentes especies de Listeria en agua de desecho
municipal, en donde aislaron 214 cepas de las cuales el 92.5 % pertenecieron a L.

monocytogenes, 42 % a L. innocuay 3.3 % a L. seeligeri.

La diseminacién cosmopolita de L. monocytogenes en el ambiente
tambien es de gran importancia en las plantas procesadoras de alimentos, por lo
que varios estudios se han llevado a acabo en los ultimos afios. Un ejemplo claro,
es el que publica Salvat, et al., en 1992, acerca de un brote de listeriosis ocurrido
en Francia en donde, las investigaciones epidemiolégicas sefialan a seis plantas
sospechas productoras de delicatessen como las responsables del brote por lo
que, Jjunto con una planta control, se analizaron muestras provenientes de
ambiente, aire y preductos de dichas plantas durante dos muestreos y
encontrando que el 6 % de las muestras en areas de producto crudo fueron

positivas para L. monocytogenes y 33 % presentaban al microorganismo en
areas de producto final.

Asi, Lawrence y cols, en 1994, midieron la incidencia de Listeria spp y L.
monocytogenes en ambientes de proceso de aves y productos avicolas
mediante PCR multiple, donde se encontré que el 46 % y 29 % presentaron
Listeria sppy 26 % y 15 % para L. monocytogenes en el ambiente de proceso
de aves crudas y cocidas respectivamente, en los productos crudos se presento el
género en un 81 % mientras que en los cocidos, enun 59 % y 0 % de las
muestras, respectivamente resultaron positivas para L. monocytogenes.
MacGowan y cols, en 1994, detectaron una incidencia de 19.7 % en los
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alimentos, 93.9 % en desechos , 14.7 % de suelos y 1 % de heces para Listeria
spp, mientras que para L. monocytogenes, un 105 %, 60 % , 0.7 % y06 %
en ese mismo orden. Ellos dicen gue i0s cambios estacionales no tienen relacion
significativa con los porcentajes de presencia del microorganismo, ademas de
encontrar que las aves estan mayormente ligadas a L. monocytogenes, no asi la

carne, cordero, puerco y salchicha, queso, paté.

Un ano después (1995), Lawrence y cols, aislaron 29 cepas de L.
monocytogenes del medio ambiente del area de procesamiento de aves y
productos de aves, estos fueron caracterizados por RAPD para medir la
persistencia de ciertos genotipos dentro de este ambiente. Ellos encontraron 18
perfiles (A hasta R) en donde el 64 % de las cepas aisladas correspondian al perfil
A por lo cual concluyd que fue el que mas prevalecié en el medio ambiente de
muestreo. Pritchard, T.J. et al., en el mismo ano, compararon la incidencia de la
contaminacién por Listeria del equipo, con la del medio ambiente de
procesamientc de 21 plantas de lacteos. El de 3 diferentes medios de
enriquecimiento los llevé a encontrar un nivel de contaminacion mas alto en el
medioc ambiente (49.7 %) con respecto a las muestras de equipo (7.0 %), por lo
que concluyen que la contaminacion ambiental con Listerias no necesariamente
se traduce en contaminacion del equipo dentro de la misma planta sin embargo no
se debe dejar de hacer énfasis en |la impieza y sanitizacién del medio ambiente de
la misma.

Fenlon y cols en 1996, reportaron numeros bajos de L. monocytogenes en
una amplia variedad de muestras ambientales asociadas con la produccién inicial
de un alimento, en este estudio se incluyen vegetacién, heces y carnes para
determinar la incidencia y el nivel de contaminacion por L. monocytogenes en
fuentes naturales. Al mismo tiempo, Beumer et al., 1996, usando un método de
aislamiento directo, detectaron especies de Listeria de ambientes domésticos y
utensilios de trabajo. A saber, ellos encontraron un 37% de la bacteria en
estropajos y 27.2% en superficies de alrededor del desague del bafo. Altas
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cuentas fueron encontradas en estropajos y cepillos para lavado mientras que en
utensilios de cocina, compartimentos para vegetales en el refrigerador y cepillos
de dientes no hubo mucha frecuencia. L. innocua y L. monocytogenes fueron las
especies predominantes en las muestras correspondiende su incidencia a un 53%
y 41% respectivamente, a diferencia de otras especies que resultaron con un 6%
solamente.

Lida y cols, en 1998, determinaron la presencia de L. monocytogenes en
humanos, animales y alimentos, reportando que los pacientes con listeriosis
presentan el 100 % de L. monocytogenes en refaciéon a los humanos saludables
(1.3 % ), mientras que la carne cortada y carne de cerdo presentan niveles altos
de la misma que la observada en ganado vacuno y salchichas de vaca y cerdo, los
serotipos mayormente aislados fueron % a, 2 b y 4. Cotton y cols, en 1992, al
buscar la presencia de L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica y Salmonella
en ambientes de plantas lacteos, reportan que Salmonelfa no fue detectada en
ninguna de las muestras, en cambio Y. enterocolitica y L. monocytogenes fueron
aisladas en 6.8 % y 6.5 % respectivamente y otras especies de Listeria en 9.3 %.
Los resuitados demuestran a su vez, que la presencia de Y. enterocolitica esta en
relacion con valores altos en la cuenta de mesofilicos, mas no asi la presencia de
L. monocytogenes.

Kaneko y cols, en 1999, evaluaron la contaminacion bacteriana en el
ambiente de industrias alimenticias procesadoras de vegetales frescos listos para
su consumo. Se analizé el equipo para cepillado, lavado, rebanadora y otros
utensilios, donde observaron que la operacién de sanitizacion en superficies antes
y después, presentd bajos valores en la cuenta en placa; el grupo coliforme se
encontré en tres muestras de ambientes, principalmente E. coli ; todas fueron
negativas para las especies de Listeria. White , et al., en el afo del 2001,
cuantificaron mesofilicos totales, psicrofilos aerobios, Campylobacterias
termofilicas, Escherichia coli , Enterobacteraceas y la prevalencia de Salmonella
spp en 15 pies cubicos de aire en tres plantas procesadoras de aves, donde
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observaron reducciones significativas de la cuenta total aerdbica entre las areas
de desplume y desvisceracion de las tres plantas, mientras que la cuenta en
placa de mesofilicos fue mas alta en el area de desplume comparada con la
cuenta de psicrofilos. La familia Enterobacteracea fue mas alta en el area de
desplume de las tres plantas, igualmente, se encontraron los mismos resultados
para Escherichia coli Campylobacter termofilicas fue mas frecuente aislada de
muestras del area de desplume seguida por el area de desvisceracion,
principalmente en la planta A. Salmonella spp. , no fue recuperada en ninguna de
las muestras durante el curso de la investigacion. En el aire frio de la linea, con la
excepcion de bajos niveles de Enterobactereas, E. coli, y Campylobacter spp, no
se recuperaron en muestras después del drea de desvisceracion.

3.- Incidencia de Listeria monocytogenes en alimentos congelados de rapido
consumo.

Durante |a década de los arfios 80s, L. monocytogenes emergid como un
problema en cames delicadas respecto a su vida de anaquel y otros productos
procesados. La USDA y la FDA trabajaron con las plantas para proveer sus
procedimientos y establecieron él limite de cero tolerancia para este patdégeno en
productos listos para comer. Posteriormente, en el afode 1989, laFSIS
( Servicios de Inspeccion y Seguridad de Alimentos ), propuso también cero
tolerancia de L. monocytogenes en productos similares como hot dog y lonches
de carne, a la vez que condujo un programa de monitoreo en plantas para buscar
la presencia de este patégeno. Por tal razén, Hudson, J.A et al.,, (1992),
cuantificaron en un 39.4 % de sus muestras estudiadas, la presencia de Listeria
spp, un 3.4% de Yersinia enterocoliticay un 23.2% Aeromonas spp moviles en
alimentos carnicos listos para comer.
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Alimentos del mismo tipo se estudiaron por, Wilson, 1.G., para examinar la
ocurrencia de especies de Listeria. El encontré un 5% de muestras positivas de
8,000 analizadas; un 11 % en pollo y un 14 % en pescado, de las cuales detecto
a L. monocytogenes en 49 % y L. innocua en 36 %. Cuatro afos después, €l
mismo, Wilson, al evaluar la incidencia de especies de Listeria en emparedados
preempacados para venta, utilizando la técnica de cuenta en placa y
enriquecimiento en caldo, encontré que la frecuencia de la bacteria era mayor
cuando analizaba el producto completo, que cuando se analizaban los
ingredientes en forma individual .

Kaneko y cols, en 1999, evaluaron la calidad microbiana de alimentos
preparados y productos frescos en tiendas de venta e industrias alimenticias,
demostrando que los coliformes y la cuenta en placa de los vegetales cortados
para ensalada estdn mas contaminadas que todos los alimentos investigados.
Aunque L. monocytogenes no fue detectado, l0s vegetales y algunos alimentos
cocidos presentan otras especies del género Listeria.

Francina y cals, en 1999, evaluaron la calidad microbiologia y la inocuidad
de alimentos listos para consumo en Johannesburg, Sud Africa, donde se
determind la presencia de patégenos causantes de enfermedades alimenticias y
enfocarse ademas de la presencia de E. coli ( no patégena ). El estudio arrojo
valores bajas de mesofilicos, esporas y enterobacterias, pero ademas detectaron
Bacillus cereus ( 22 % ), Clostridium perfringes ( 16 % ), Salmonella spp (2% )}y
E. coli no 015:H7 ( 2% ), Campylobacter spp, L. monocytogenes, S. aureus,
Vibrio cholerae y Yersinia enterocolitica estuvieron ausentes en los alimentos
analizados. Guerra y cols, en los meses de octubre 1998 a abril del 2000,
investigaren la presencia de L. monocytogenes en alimentos de rapido consumo
en almacenes de queso portugués maduro y semimaduro, ensalada de
vegetales, carnes curadas y cocidas; asi como alimentos no cocidos a base de

vegetales crudos, pollo y leche; Listeria spp fue recuperada en un 15 %; L.
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monocytogenes en 39 %, L. innocua (3 % ), L. seeligeri (5 % ), L. ivanovii ( 2
% )y L. grayi, en 0.5 %.

Soriano, J.M. y cols. 2001, realizaron un estudio para evaluar las especies
de Listeria en alimentos crudos y de rapido consumo en restaurantes en Espafia,
detectando L. monocytogenes en 2. 9% de 103 muestras estudiadas, ademas de

encontrar a L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri.

Levine y cols, en el 2001, condujeron un programa de prueba
microbiolégico en productos carnicos y avicolas de rapido consumo, buscando
principalmente la prevalencia de Salmonella;, L. monocytogenes, Eschenchia coli
0157: H7 y enterotoxinas de Staphylococcus y detectando a la primera en
carne, productos avicolas no curados y cocidos, salchichas cocidas, came cocida
y otros al igual que L. monocytogenes, mientras que E. coli O157: H7 y
enterotoxinas de Staphylococcus no se encontraron en ninguna muestra,

Pingulkar et al., en ese mismo ano, examinaron la calidad microbiolégica
de vegetales frescos de mercados locales y ensaladas verdes listas para comer de
tres restaurantes en Mumbai, India. E!l lavado completo de 26 muestras de
vegetales, 12 raices, 62 tomates, 4 zanahorias, chiles y calabazitas, mostraron
cuentas de bacterias totales, hongos y levaduras en un rango de 10 (6) y 10(7)
cfulg y 10(2)-10(5) cfulg respectivamente.  En ensaladas listas para comer,
arrojaron rangos mas altos para las cuentas de bacterias totales 10 (6) — 10 (8)
cfu/ g, y paralos hongos y levaduras, 10 (4) —=10( 7) cfu/g. EI NMP de coliformes
arrojo rangos entre 3 y mayor de 1,100 en vegetales, mientras que en ensaladas
listas para comer fue de 11 a 460 NMP/g, demostrando que los vegetales verdes
exhiben las cuentas mas altas de coliformes totales y también la mas alta
ocurrencia de coliformes fecales. La incidencia de Listeria spp y Yersinia spp se
detectd en el 100 % de muestras de vegetales de mercados locales, mientras que
las ensaladas listas para comer mostraron 20 y 73 % respectivamente y especies
no patogenas, principalmente Yersinia intermedia y L. innocua predominaron en
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la mayoria de las muestras. Sin embargo, |la presencia de L. monocytogenes fue
observada en 7 muestras de 62 tomates, 5 de 10 hojas, 2 de 4 muestras de
espinacas y 1 de 4 zanahorias; por lo que, investigaron la habilidad de este

patégeno para crecer en tomates en presencia de bacterias naturales, sugiriendo
que las células artificialmente inoculadas 10 (3) cfu/ml, mueren después de 3 dias,
12 y 14 dias de incubacion a 37 °C, 8-10 °C y 2-4 °C, respectivamente.

4.-Listeria monocytogenes y el sistema HACCP.

A partir de la introduccion del Sistema HACCP como factor trascendental
para e aseguramiento de la calidad en la planta de alimentos, este ha sido
ampliamente estudiado e implementado para evitar la contaminacion por

microorganismos de cualquier otra indole.

El sistema HACCP para la inocuidad de los alimentos se abrié camino, al
ser desarrollado de manera conjunta entre la Administracion para la Aeronautica y
el Espacio (NASA), Laboratorios del Ejército de los Estados Unidos y la compafiia
para alimentos Pillsbury, quienes hacia finales de los aiios 60’s y comienzos de |os
70’s, iniciaron su aplicacién en la preduccidn de alimentos con requerimientos de “
cero defectos “ destinados a los programas espaciales de la NASA, y luego lo
presentaron oficialmente en 1971 a deliberaciéon durante la | Conferencia Nacional
de Proteccion de Alimentos en Estados Unidos. El sistema HACCP parece
haberse inspirado en las teorias sugeridas por el Dr. W. Edwards Deming y otros,
las cuales comenzaron a transformar la calidad en las lineas de produccion,
especialmente de vehiculos de motor, en la década de los 50's en Japdn, y dieron
paso al desarrollo de sistemas de gestién total de la calidad (TQM), que
apuntaban a mejorar la calidad de las manufacturas al tiempo que reducian los
costos de produccion. Luego de su debut, el sistema HACCP incrementd su
aceptacion en ese pais en 1973 y 1974 como resultado del riesgo de botulismo en
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alimentos enlatados, convirtiendo en rutinario su uso en alimentos enlatados de

acidez baja.

En el afo de 1989, la Comision Nacional de Consultoria sobre Criterios
Microbicldgicos para Alimentos (NACMCF), anadid 4 principios al protocolo
original, entre ellos el establecimiento de acciones comectivas y el de verificacion
de procedimientos para unirlos a las ya existentes mismos que incluian : 1)
analisis de peligros y evaluacién de riesgos; 2) determinacion de control de puntos
criticos { CCP’s ) y 3) monitoreo de CCP’s.

En el afo de 1990, Adams, C.E., recopila en un estudio los esfuerzos de
los Servicios de Inspeccion y Seguridad de Alimentos de la USDA, de incorparar el
sistema de HACCP dentro de su programa de Inspeccién, para asegurar la
efectividad del proceso desde |la matanza y durante el proceso; en ese mismo afio,
Garrett Ill, E.S. et al., realizan un estudio en los Servicios Pesqueros de la Marina
Nacional, para incorporar el Sistema HACCP en la industria pesquera en virtud de
que el producto que manejaban al emplearlo , como alimento, puede servir como

vehiculo de transmision de enfermedades.

Beard I, T.D. en 1991, apunta la necesidad de informar a los consumidores
acerca de las practicas de manipulacion de alimentos, para eliminar los problemas
y recurre al programa HACCP, utilizdndolo como una herramienta para plantear la
solucién, haciendo sugerencias y medidas correctivas en el proceso, para la
efectividad del mismo. En ese mismo ano, Kalish, F. estudié la aplicacién de los
conceptos del sistema HACCP en una planta productora de jugos refrigerados
para reducir las quejas de los consumidores acerca de la calidad, logrando un 40
% de reduccién en casi 2 anos.

En el afio de 1992, Dunait, G.E. et al., discutieron la utilidad del sistema

HACCP en una industria procesadora de alimentos, ya que tenian un serio
problema sobre la distribucidn de residuos de pesticidas en los mismos, vy
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observaron gue niveles muy bajos representaban riesgos de salud para el
consumo humano. lgualmente, Van den Elzen y Snijder en 1993 en donde revisan
los puntos criticos concernientes a L. monocytogenes durante |la matanza,
cortado y procesado de bovino o porcino obteniendo una incidencia del 2 a 7% en
las canales y de 0 a 10% en las muestras ambientales de la parte “limpia” del area
de matanza; pero en las muestras obtenidas después del enfriado y cortado se
encontrd un incremento en la incidencia obteniende de 11-36 % de incidencia en
los cortes primarios del cuarto de cortado y de 71-100% de las muestras
ambientales obtenidas de! mismo sitio.

Otro trabajo realizado por Karr, K.J. et al., (1994), en conjunto con el
Servicio de Inspeccién y Seguridad de Alimentos del Departamento de Agricultura
de USA, propusieron la factibilidad de incorporar el sistema HACCP en plantas
procesadoras de carne y aves de corral, al observar los riesgos que conllevaban
estos lugares y comprobar que las técnicas de inspeccion tradicionales eran muy
cuestionables. Posteriormente, el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos del Reino Unido, en 1995 determiné la frecuencia de L.
monocytogenes en queso, Yy encontré una mayor cantidad en queso maduro,
por lo que propusieron utilizar el sistema HACCP como herramienta para

minimizar la contaminacion a través de toda la cadena del proceso del alimento.

Otra iniciativa la realizaron Miller , M.F. et al., (1997), para utilizar el
sistema HACCP en la industria procesadora de cerdo, en la cual se habia
detectado una frecuencia elevada de patogenos y mismas que fueron eliminados a
0 % de incidencia cuando el programa se implemento. Los patégenos asi
eliminados correspondieron a Salmonella spp., L. monocytogenes,
Campylobacter spp., Clostridium perfringes y Yersinia enterocolitica. En un trabajo
realizado sobre los riesgos y puntos criticos de control en alimentos preparados en
casas comunes, Schmitt, R. et al, (1997), encontraron Salmonella, coliformes,
termotolerantes y Escherichia coli aislados de muestras de restos de alimentos, de

agua de pozo y del suministro comunitario, y se observo, que hubo un descuido
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de temperaturas de los alimentos después de cocerlos y ademas de detectar
manipuladores enfermos del tracto intestinal. En ese mismo afio, Jermini, M. et al.,
evaluaron los riesgos y puntes criticos de las operaciones de venta de alimentos
en una ciudad, la busqueda de patdégenos comunes fransmitidos por alimentos en
muestras solidas, crudas, procesadas y cocidas en la calle o en tiendas pequernias;
llevé a la determinacion de Salmonella spp y S. aureus en alimentos crudos, y
Bacillus cereus en alimentos procesados, también se encontraron grandes
poblaciones de mesofilicos aerobios, coliformes termotolerantes y Escherichia coli
recuperados de alimentos que se almacenaron durante toda la noche, y
Clostridium perfringes en un guisado de carne.

Mientras que Ojeniyi, et al., ( 2000 ), investigan y comparan aislados de L.
monocytogenes que proceden de casos de listeriosis y de los puntos criticos de
control de una planta procesadora de pavos y sus productos en Dinamarca, donde
encuentran la prevalencia de este microorganismo en un 25 a 41.4 %, ademas de
ratificar que la limpieza y desinfeccion disminuy¢ la incidencia hasta un 6.4 %.
Indican, que el tipo de DNA fue idéntico entre los que se obtienen de los productos
de pavo, las lineas de proceso y los que se encuentran en los productos de pavos
involucrados en los casos de listeriosis en humanos. La incidencia de L.
monocytogenes fue de 7.3y 17.4 % para los productos de pavo listos para comer
y productos crudos, respectivamente; Observan, que aunque, no se encuentran
muestras positivas en 27 bloques examinados antes de la matanza y la
prevalencia se incrementa durante el procesamiento de las canales, el potencial
de contaminacién de la carne es debido a factores de higiene mas que a (a
contaminacién intrinseca de los pavos. Posteriormente, Brashears, et al., ( 2001 ),
implementan y validan el sistema HACCP en pequefias plantas procesadoras de
aves y carne, en Nebraska, en base a los datos microbiolégicos colectados antes
y después para medir la efectividad del mismo, demostrando que la cuenta de
bacterias gerébicas totales disminuyo después de la implementacion del HACCP,
mas no asi, ta cuenta de coliformes y Escherichia coli; sugieren cambios en los
limites criticos de los puntos criticos de control y proponen a inspectores de USDA
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cambios en el plan de HACCP, debido a que los datos microbiologicos
colectados indican y soportan cambios en la presion de lavado de canales de ave,
posteriormente en el plan fue aceptado y capacitaron a los productores a procesar
bajo las nuevas condiciones.

Aunado, a las investigaciones realizadas para la implementacion del
sistema HACCP en las plantas procesadoras, para preducir alimentos exentos de
microorganismos, se han realizado estudios para desarrollar modelos de
aseguramiento de riesgos, para proveer medidas que prevengan la contaminacion
del alimento y reducir las posibilidades de que un alimento se convierta en un
vehiculo de transmisién de enfermedades. Un ejemplo, es el estudio realizado par,
Lammerding, A.M. et al., en 1997, donde aseguran que los modelos de andlisis de
riesgo facilitan la evaluacién de los cambios activos o pasivos en algunos
alimentos cuando son producidos, procesados, distribuidos y consumidos, ademas
de que ofrece una herramienta para predecir el impacto de los mismos y tienden a
prever alimentos seguros. Por otro lado, Buchanan, R.L. et al., en el mismo afio,
desarrollaron un modelo de aseguramiento de riesgos para patdgenos
transmitidos por los alimentos y encontraron que hay una relacion entre la
disponibilidad de los datos epidemiologicos para la exposicion de los
consumidores & los agentes bioldgicos y la dosis-respuesta, que revelaban los
niveles de agentes bioldgicos con la frecuencia de infeccidn o la enfermedad. Asi
mismo, Miller, A.J. et al., (1997), al utilizar el analisis cuantitative de riesgos sobre
la incidencia de L. monocytogenes para proveer estimaciones de cuantas
acciones correctivas pueden disminuir los riesgos de listeriosis, encontraron que
este sistema puede proveer de especificaciones sobre los materiales crudos, la
manipulacién de alimentos, las practicas de procesamiento y regimenes de
sanitizacion de plantas, todo con el fin de obtener productos libres de

contaminacion tanto saprofita como patégena.

Hitchins, et al., en el afo 2001, realizan un modelo de aseguramiento de

riesgos para L. monocytogenes transmitido por alimentos en base a la
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evaluacion de la presencia y niveles cuantitativos de este microorganismo en 21
grupos de alimentos listos para comer, indicando el potencial de crecimiento del
mismo entre los puntos de venta donde se origina la contaminacion y la frecuencia
y cantidad del consumo de estos alimentos, realizando estudios en animales,
ensayos de wvirulencia e investigaciones epidemioldgicas para estimar la
asociacion entre la enfermedad de diferentes grupos humanos y el consumo de L.
monocytogenes, sugiriendo que el aseguramiento del riesgo no intenta definir el
nivel aceptable o tolerable del consumo del patégeno o proponer cambios en las
regulaciones.

A pesar de ser un sistema que brinda una herramienta de gran importancia
para la industria alimentaria, pocas plantas en México lo han implementado dentro
de su proceso de produccién siendo una de la que se selecciono para este estudio
y en la que la necesidad de determinar a Listeria monocytogenes fue una de sus
principales preocupaciones sobre todo porque su deteccion no habia sido
implementado como analisis de rutina tanto en la planta en si y este
microorganismo representa un riesgo para la salud de los consumidores; los
resultados obtenidos formarian un precedente en este campo tan importante,
como lo es la produccion a gran escala de alimentos seguros e inocuos para el
hombre, asi como para hacer conciencia de la necesidad de desarrollar nuevas
investigaciones respecto a la utilizacion del sistema HACCP en la industria.
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. HIPOTESIS .

La naturaleza cosmopolita de L. monocytogenes y otras especies
permitira su deteccion en los puntos criticos de control establecidos en la planta
procesadora de alimentos congelados para rapido consumo.
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Determinar la incidencia de L. monocytogenes y otras especies en puntos
criticos establecidos en una planta procesadora de alimentos congelades para

rapido consumo.
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'OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la incidencia de L. monocytogenes y otras especies en
materias primas para hamburguesa de carne de res y de pollo, emparedados de
ensalada de pollo y de jamén con queso, taquitos de came, enchiladas y
quesadillas.

2.- Verificar la inocuidad en el producto terminado mediante la ausencia del
patégeno.

3.- Determinar la incidencia de este microorganismo en superficies vivas e inertes,
equipo, agua y medio ambiente.
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A

MATERI

L'Y METODOS |

1.- AISLAMIENTYO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp EN
ALIMENTOS .

A) Mantenimiento de la cepa
Se utilizé una cepa de referencia proporcionada por el Dr. James L. Smith
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norte América
correspondiente a L. monocytogenes Scott A, la cual se mantuvo en el medio
Agar soya tripticaseina (AST) (DIFCO) a 4 °C.

B) Obtencion de la muestra

Estas fueron proporcionadas por la planta productora de alimentos
congelados y consistieron de enchiladas, quesadillas, taquitos de carne,
hamburguesas de came y hamburguesas de pollo, emparedados de jamon y
queso y emparedados de ensalada de pollo; en cuanto a la materia prima, las
muestra colectadas fueron : vegetales, productos lacteas y productos carnicos,
las cuales fueron transportados bajo refrigeracién hasta el laboratorio. Se
colocaron a temperaturas de refrigeracion de 4 a 8 °C durante 18 h para
descongelacion antes de realizar su andlisis,

C) Aislamiento de Listeria monocytogenes
El aislamiento de L. monocytogenes se llevd a cabo en base a la
metodologia establecida para determinaciones de L. monocytogenes en
alimentos y que corresponden a NOM-143-SSA1-1995 pero con la variante de
llevar a cabo un segundo enriquecimiento selectivo como se menciona mas
adelante.
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D) Preenriquecimiento No Selectivo

Antes e iniciar el andlisis, el empaque de todos y cada uno de los
alimentos se desinfectd con aicohol al 70 % sobre todo en la zona de
apertura dl mismo. Bajo precauciones de asepsia y frente al mechero se
abrid el empaque con utensilios estériles y se empezé a colectar a los 25 g
de muestra requeridos, tomando diversos porciones de puntos distantes de
cada producto. Esta cantidad de muesira se colocdé en un frasco de
licuadora y se le adicionaron 225 ml de Caldo soya tripticasa — extracto de
levadura ( CSTEL ) ( DIFCO ) complementado con 1.4 ml de piruvato de
sodio al 10 %; la muestra y el caldo se homogeneizaron por espacio de 1-2
minutos. La suspensidén obtenida se colocd nuevamente en el matraz
erlenmeyer para posteriormente incubarla a 35 — 37 °C por espacio de 48 h.

E) Enriquecimiento selectivo primario
Al cabo de este pericdo se agitd el cultivo y se tomd 1 ml para
inocularle en 10 ml de caldo de enriquecimiento para Listenia (DIFCO) este
se incubé a 35 °C por 48 h.

F) Enriquecimiento selectivo secundario
Después se tom6 1 ml para inoculario en 10 ml de caldo Fraser

(DIFCO), al cual se le fue adicionado 0.1 ml de supiemento Fraser y se
incubd a 35 °C por 24 h.

G) Aislamiento selectivo

Los tubos de caldo Fraser que presentaron ennegrecimiento del
medio se consideraron como presuntivos para el microorganismo por o que
se tomo una alicuota después de haber agitado el tubo y se depositd en la
superficie de placas con medio de cultivo OXA (DIFCO) y LMP (DIFCO)
previamente preparados con sus complementos OXFORD (DIFCO) vy
MOXOLACTAM (DIFCQO), respectivamente; el inoculo se disperso mediante
una siembra en cuatro cuadrantes para asegurar la distribucién de las
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colonias que desarrollen. Tomando la precaucién de que la superficie del
agar estuviera seca para un mejor aislamiento de las colonias. Los tubos de
caido Fraser que no presentaron ennegrecimiento fueron considerados
negativos para presuntivas Listerias spp. Las placas se incubaron a 35 °C
24 h.

H) Identificacién

Una vez transcurrido este lapso de tiempo, se seleccionaron las colonias
tipicas del microcorganismo de interés que en Medio Oxford son de diametro de
1-2 mm, negras y rodeadas de un halo negro, algunas colonias pueden
aparecer con un tono café oscuro, mientras que en LPM son también
pequefas de color blanco a azul iridiscente al observar el crecimiento de las
placas con luz blanca en un angulo de 45 2 (iluminacion de Henry) a simple
vista. Para llevar acabo la identificacion, de las colonias que presentaron estas
caracteristicas se seleccionaron 5 0 mas de ellas del medio OXA o LMP y se
traspasd a placas de ASTEL ya que las colonias aparentemente aisladas
pueden estar contaminadas con flora competitiva parcialmente inhibida. Este
medio se incubd por un lapso de 24 h a 35 °C.

Las colonias de este medio de cultivo se aislaron en 2 ml de CSTEL
pasteriormente se incubé a 35 °C durante 24 h.

1) Tinciéon de Gram

Primeramente, se debe realizar una tincién de Gram a los cultivos de
24 y 48 h para confirmar que los microorganismos que se estan aislando
sean bacilos cortos grampositivos, ya que las especies de Listeria
presentan estas caracteristicas.
Para la tincion de Gram; sobre un portaobjetos se realizé un frotis de una
colonia sospechosa, posteriormente se fij6 al calor y se procedid a tefiir con
cristal violeta durante 1 min; inmediatamente se lavo y se tifid con solucion

de yodo de Gram por 1 min, se lavd, y se le agrego alcohol-acetona para
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desteriir, se lavd y e inmediatamente después se tifid con solucién de
safranina durante 30 seg.

2) Pruebas bioquimicas
Transcurrido este tiempo, y a partir de este cultivo, se llevd a cabo la
inoculacién de pruebas bioguimicas para su identificacion. A excepcion de
la movilidad, todas las pruebas bioquimicas se incubaron a 35 °C/48 h.

2.1) Prueba de la catalasa
Se emulsificé un cultivo puro de la colonia sospechosa ¢con una gota
de solucidon de perdxido de perdxido al 3 % colocada sobre un portaobjetos.
La prueba se considerd positiva al detectarse la formacidn inmediata de
burbujas.

2.2) Prueba de reduccion de nitratos.

Se inocularon los tubos conteniendo caldo nitratado e incubados a 35 °C
por 5 dias. Para la tectura de esta prueba, se agregé 3 gotas de acido
sulfanilico y 2 gotas de solucién de dimetil-u-naftiiamina, un color rojo
indica una prueba positiva (presencia de nitritos). Si esta coloracion no se
observa, se adiciona zinc en polvo, y el desarrollo de color rojo confirma
una prueba negativa. L. monocytogenes da positiva para esta prueba.

2.3) Prueba de utilizacién de carbohidratos.

Se observa la produccion de &cido apartir de manitol, xilosa y ramnosa
al usar purpura de bromocresol como indicador en el medio de cultivo. Los
tubos inoculados se incubaron por 24 h a 35 °C. Una coloracion amarilla
indica una prueba positiva. L. monocytogenes es positiva solo para
ramnosa.
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2.4) Prueba de movilidad en medio de cultivo SIM.
Los tubos inoculados se incubargon a 20-25 °C por 24h. La positividad de
esta prueba se observa por un crecimiento tipico en forma de pino invertido.
Todas las especies del género Listeria son positivas para esta prueba.

2.5) Prueba de hemdlisis.
Sobre una caja de agar sangre se estrid en cuatro cuadrantes un
cultivo puro de nuestras colonias sospechosas. Se incubd a 35 °C/24 h.
La positividad de la produccion de B-hemolisis en agar sangre de carnero se
caracteriza por la produccidon de zonas claras en el agar alrededor de la
colonia. Esta prueba es positiva para L. monocytogenes.

I} Confirmacién con API Listeria {(bioMérieux Marcy I’Etoile France).

A partir de un cultivo puro de la cepa problema se hizo una suspension
individual para ajustarla al tubo numero 1 de la escala de McFarland mismo
que se diluyé 1:1 para abtener una suspensién al 0.5 a partir de las cuales se
inocularon las galerias del sistema APl empleando la primera para la galeria
marcada como DIM y |la segunda para las galerias restantes. Se incubd en
atmosfera humeda de 37 °C durante 24 h bajo condiciones aerdbicas y
finalmente obtener un perfil numérico de las reacciones abtenidas y comparario
con las listas de perfiles incluidos en la ficha técnica.

2.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp EN MATERIA
PRIMA.

Estas fueron proporcionadas por la planta productora de alimentos
congelados y consistieron de productos de origen vegetal, de origen animal de
y derivados lacteos, las cuales fueron transportados bajo refrigeraciéon hasta el
laboratorio. Se colocaron a temperaturas de refrigeracion de 4 a 8 °C durante
18 h para descongelacién antes de realizar su analisis.
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El aislamiento de L. monocytogenes se llevd a cabo en base a la
metodologia establecida para determinar la misma en alimentos y que
corresponden a NOM-143-SSA1-1995 pero con |a variante de llevar a cabo un
segundo enriquecimiento selective como se menciona mas adelante.

3.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp DE AIRE
INTERNO.

Mediante un sistema de vacio, se bombeo aire durante 30 minutos
hacia un matraz con 100 ml de caldo soya tripticasa con 6% extracto de
levadura (CSTEL) adicionado con 1% de piruvato de sodio, transcurrido
este tiempo, se colocd la torunda al matraz. Se transporté la muestra a
temperatura de refrigeracion. Ya en el laboraterio s& mantuvo el matraz a
una temperatura de 35 °C por un lapso de 24 h.

4.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp EN AGUA
POTABLE.

El muestreo del agua potable se realiz6 de acuerdo a los
procedimientos mencionados en la Norma Oficial Mexicana, NOM 014-
SSA1-1993, (Procedimientos sanitarios para el muestreo de agua para uso
y consumo humano en sistemas de abastecimientos publicos y privados).
Tomando en consideracion remover accesorios 0 aditamentos externos y
limpiar el orificio de salida con una torunda de algodén impregnado con
hipoclorito de sodio en una concentracion de 100 mg/l. Debe dejarse correr
el agua por 3 minutos o hasta asegurarse que el agua contenida en las
tuberias ha sido vaciada totalmente. Se utilizaron bolsas para muestreo
Whirl Pak M para colectar 100 ml de agua potable. Se transportd al
laboratorio en condiciones de refrigeracion y la muestra colectada de agua
fue inoculada en 150 ml de CSTEL adicionado con 1% de piruvato de sodio
y se mantuvo a una temperatura de 35 °C por 24 h.
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5.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes vy Listeria spp EN AGUA
RESIDUAL.

Se instalaron hisopos de Moore estériles en los diferentes canaletas
de drenajes de la planta, se dejaron por un lapso de 12 h, transcurrido ese
tiempo, se extrajeron y se colocaron en bolsas Whirl Pak, se transportaron
al laboratorio es condiciones similares que las demas muestras; luego, se
agrego a la bolsa 100 ml de CSTEL igualmente suplementado con 1 % de
piruvato de sodio, se cierra nuevamente la bolsa y se exprime varias veces
el hisopo de forma manual, Las bolsas son depositadas en una bandeja de
plastico y se incuban a 35 °C por 24 h.

6.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp EN
SUPERFICIES INERTES.

Para la colecta de muestras de superficie, como canaletas, pisos y
equipo; se utilizé el dispositivo Whirl Pak “Speci Sponge” R, consistente en
una esponja estéril la cual se humedecid en un 6 ml de solucién salina al
0.85% y se pasé a través de la superficie seleccionada. Posteriormente se
regreso a su bolsa. Se transportd bajo condiciones similares a las anteriores
muestras y una vez en el laboratorio, la esponja fue procesada de la misma

forma que el hisopo de Moore en el inciso anterior.

7.- AISLAMIENTO DE Listeria monocytogenes y Listeria spp DE
SUPERFICIES VIVAS (MANIPULADORES ).

"MR se humedecié en un 6 mi

El dispositivo Whirl Pak “Speci Sponge
de solucién salina al 0.85% se frotd la palma y dorso de las manos de las
operadoras en tumo de |a planta y se depaositd en su respectiva bolsa.

A partir de este punto, todas las muestras se procesaron de igual forma.
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Fig. 1.- Diagrama de flujo de metodologia para deteccion de Listeria monocytogenes Yy
otras especies en materias primas y producto terminado.
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Métodos de muestreo 1 Preenriquecimiento
empleados no selectivo en
CSTEL. Incubacién ﬂl

435° C por48 h

iml

U = Enriquecimiento
Enriquecimiento. selectivo primario en
p selectivo secundario | 10 ml de Caldo de
N
: Listeria. incubacion a
35°Cpor24h K

35° Cpor48h

Negativo para
L. monocytogenes y
otras especies

Aislamiento
Hidrélisis de esculina |selectivo en ¥
Presuntivo positivo LPM
para especies de 35°C /48 h &,
Listenia —

Aislamiento de
colonias tipicas en
ASTEL a 35° C/24 h,

el [ pooe.. -

Aislamiento y conservacion 4°C
selectivo en
OXA
35°C/48 h
PRUEBAS BIOQUIMICAS
Fermentacién Reduccion Movilidad
de azicares

de nitratos en SIM

1

—Rham __ Xil _Man_ 7 M
Caldonirato 59750 C por 24 h
35°C por 24 h

Fig. 2.- Diagrama de flujo de metodologia empleada para deteccion de Listeria
monocytogenes y oiras especies en aire, superficies vivas e inertes agua potable y
residual.
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' RESULTADOS -

Un total de 580 muestras de materias primas, producto terminado,
superficies vivas e inertes, agua potable, agua residual y ambiente, colectados en
una planta ensambladora de alimentos congelados ubicada en el area
metropolitana de Monterrey, N.L., fueron analizades para determinar la incidencia
de Listeria monocytogenes.

Desglosando los grupos de muestras estudiadas podemos mencionar que
las correspondienies a la materia prima consistieron de 30 productos de origen
animal, donde se incluyeron, carne para taquitos, came molida para hamburguesa,
carne de pollo para hamburguesa, salchichas y otros; 30 productos de origen
vegetal, que consistieron de diversos vegetales como: zanahoria, chile, ceballa,
etc. y 30 productos de origen lacteo, representado por quesos. En este grupo de
muestras fue donde se detectd la presencia de L. monocytogenes y esto
correspondid a la materia prima de

origen animal especificamente

100
carne molida, lo cual se determing ol
en un 3 % incidencia del £ ol
; : ; T s
microorganismo - considerando el 5
0
total de muestras analizadas solo L
20
de este tipo de productos. De igual 10
0F 4
manera, el mismo porcentaje de Origen Animal Origen' Origen Lacteo
Vegetal
prevalencia se detecto en carne de Materia Prima M moncoytogenes
- aL snocua
ave para L. innocua. En el resto de Fig. 3.- Incidencia de Listeria spp en materias

. primas empleadas para preduccion
las muestras analizadas no se

detecto la presencia de ninguna especie del género Listeria por lo que |a materia
prima de origen vegetal y los productos lacteos se reportaron con 0 % de

prevalencia del género; estos resultados se representan en la figura 3.
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Los productos terminados elaborados en la planta y analizados en este
estudio , consistieron de alimentos manufacturados conrelleno de queso
{ enchiladas y quesadillas ); con relleno de camne de res ( taquitos y
hamburguesa ); productos en los que la camne depollo fué el
principal ingrediente ( emparedado y hamburguesa ) y emparedado de jamén y
queso. En este tipo de muestras se detectd a L. monocytogenes en los alimentos
con relleno de queso, especificamente en las enchiladas, 10 que representd un 2
% de incidencia del patégenc, en base a la cantidad de muestras que se
estudiaron. Por otra parte, L. innocua , se detectd en mayor cantidad, en las
enchiladas, quesadillas y emparedados de pollo. Estas muestras presentaron 12,
10 y 8 % de incidencia, respectivamente. En los cuatro productos restantes,
mismos que fueron mencionados previamente no se logrd detectar a
ninguna de las especies del género Listeria , representando esto una
incidencia nula de las mismas ( Figura 4).

100+
90]/
80’
g 70{/
o ©0 .
2
<
g 0 s - -
@ . - = P
R e e e a e
8 30/‘ ¥ B ~}k£-mx 7 % e 2 o"&% !‘//f_- y e 7
7 ¥y A ; % ; ; A
20 & " s % 2,5 s
! "‘/"“ ;’ 2 e RS N ; 5 < /' 7
10 % s s % 3%
0 h:: “ T RGTS 7 s mf_;

Enciladas Quesadiles Taauitos de Hamburguesa Hamburguesa Emparedado Emparedado

carne de carne de palio de pollo de famon
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Fig. 4.- Incidencia de Listena spp en producto terminado
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Situacion muy similar se obtuvo al analizar las muestras de superficies
incluidas en el estudio y que consistieron de manos de manipuladores y de
equipo de produccion de la planta, en las cuales no fue posible detectar a L.
monocytogenes, pero si a L.
innocua, la cual solamente se 100

detectdé en una muesira del

personal lo cual representé un 3 %.

Porcentaje (%)
89
—v\'\

Esta cifra se incremento hasta 36 % 5
; ¢ g 1047 —
en las superficies inertes del area Q eiilesd S
Superficies Vivas Superficies inertes
de produccion. Cabe mencionar Superficies @i monocytogenes
. BL. innocua
que dentro de este tipo de muestras Fig. 5.- Incidencia de Listeria spp en superficies

se incluyeron las canaletas de

drenaje, los sistemas de conservacion a baja temperatura y las lineas de
produccidon y par supuesto el mayor porcentaje de L. innocua se obtuvo en el
primer tipo de muestras analizadas, tal como se observa en Figura 5.

Durante el transcurso del estudio surgié la inquietud de comparar la
incidencia de los microorganismos gue se estaban aislando, a dos niveles de la
produccion: nivel preoperativo y nivel operativo. El primero correspondid a las

muestras procesadas cuando [a

planta estaba recien sanitizada y el

N W
a

segundo a las obtenidas a medio

[
o

turno del proceso de elaboracién de

productos. Esto condujo a

Porcentaje (%)
o

determinar la presencia de L.

Operativo Preoperativo s 0, ;
OL monocytogenes  1MTOCUA €N UN 15.6 % en el primer
B L.innocua ivel . . t,
Fig. 6.- Incidencia de Listeria spp en la planta nivel, mismo que se Incremento
productora de alimentos en dos niveles de 0
produceidn hasta en 27.3 % en el segundo. La

deteccion de L. monocytogenes continué siendo nula en esta fase del
estudio. ( Figura 6 ).
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Canaletas
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Fig 7.-Incidencia de Listeria spp en superficies

inertes de la planta productora de alimentos

Agua Potable

H L. monocytogenes
QL. innocua

Agua Residual

Fig. 8.~ Incidencia de Listeria spp en agua empleada y

generada en la planta productora de alimentos

Resultodns

Este mismo proceso se siguioé en el
area de cocina y cuarto de lavado en
donde la misma

se presentd

situacion, que en el caso anterior
con respecto a L. monocytogenes,
ya que esta no fue detectada y
similarmente para L. innocua gue
%

ambos niveles de estudio, estos

fue detectada en un 286 en

datos se representan en la

figura 7.

La L.
monocytogenes en agua potable y

investigacion

agua residual de diferentes tomas y
canaletas de la planta, se realizo en
60 muestras las cuales reflejaron una
contaminacion alta por L. innocua

en €l agua residual ya que se

presento en el total de ellas, inversamente proporcional a estos resultados fueron

los obtenidos en el agua potable, ya que la incidencia de L. monocytogenes y L.

innocua no fue comprobada, como
tampoco se pudo constatar su
de

produccidén de la planta cuando se

presencia en el ambiente
llevaron a cabo las determinaciones
en las muestras de aire que fueron

colectadas en el interior de la misma.
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8% La distribucién total de las
muestras: 90 muestras de materias
primas, 245 productos congelados
listos para consumo después de un

proceso de calentamiento, 155

S0y,

158% @i monocylogenes MUESras de  superficies vivas e
L in 5
gNe‘ggt%caL;a inertes, 60 muestras de agua
Fig. 10.- Distribucién del total de muestras con potable y residual, y 30 de
relacion a la presencia de Listenia spp en la planta
estudiada ambiente. El andlisis de deteccién

de la bacteria de importancia
condujo a la determinacion de un porcentaje bajo de incidencia en la generalidad
de las muestras ya que en el total de las mismas solo se obtuvo un 0.34 % de la
presencia de L. monocytogenes Caso contrario se observd en cuanto a la
deteccion de otras especies del género en donde se detectd un 15.86 % de
incidencia para L. innocua, sapréfito considerado por algunos autores como
indicador del patogeno buscado. Esta Ultima especie se obtuva en orden
decreciente de porcentaje de incidencia en agua residual (100%), superficies
inertes ( 36 % ), producto terminado ( 6 % ) y materia prima ( 1 % ), aunque en
este Ultimo solo se abtuvo una muestra positiva, estos datos se representan en la
Figura 10.
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Fig. 11.- Listeria monocytogenes en Agar Oxford ( lzquierda ) y Agar LPM
( Derecha )

Fig. 12.- Crecimiento en Agar sangre: Listeria monocytogenes B hemolisis
( lzquierda ) y Listeria innocua ( Derecha )
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DISCUSIONES -

El papel preponderante que ha tomado Listeria monocytogenes como
microorganismo emergente productor de enfermedades transmitidas por alimentos
ha conducido también a que se despierte un gran interés en plantas de alimentos,
principalmente en aquellas en donde las condiciones de operacion pueden ofrecer
a la bacteria las condiciones adecuadas para que pueda instalarse, multiplicarse y
contaminar los alimentos que se estan produciendo; de ahi que el objetivo de este
trabajo se enfocd a su determinacién en los puntos criticos, previamente
establecidos en una planta procesadora de alimentos congelados cuyo interés por
conocer acerca de este microorganismo y de su incidencia en el ambiente de la
planta, facilito la colecta de todas las muestras que fueron incluidas para este
estudio. Cabe mencionar que la planta estudiada tiene implementado el sistema
de andlisis de riesgos y puntos criticos de control con el cual previenen, minimizan
0 eliminan un riesgo que pueda afectar la salud de los consumidores. De tal
manera, que al contar con un sistema de este tipo, se garantiza la produccion de
alimentos libres de microorganismos o cualquier otra entidad dafina y con ello la
calidad sanitaria del producto se incrementa. La exportacién de los alimentos de
esta planta fue una de las principales ventajas que permitieron que la planta
mostrar su interés en el trabajo ya que para la introducciéon de sus alimentos al
pais del norte exige la ausencia de L. monocytogenes en todas las muestras que
cruzan la frontera .

De manera gue el primer punto critico de control establecido por ellos
corresponde a la materia prima, a partir de la cual el microorganismo puede entrar
en la planta procesadora procedente de los materiales crudos, como los vegetales,
carne roja y de aves y otros productos. Los resultados que se obtuvieron en estas
muestras indicaron la ausencia de L. monocytogenes en todos los productos de

origen vegetal y en los productos de origen lacteo, lo cual indica que los
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proveedores llevan a cabo un buen tratamiento térmico, que a su vez implican
buenas practicas de manufactura durante el proceso y después de éste, ya que
estamos hablando de productos gque proceden del campo, han sido lavados,
desinfectados, pelados, troceados y cocidos como zanahorias, chicharos, brocoli,
etc., y que han sido pasteurizados como en el caso de la leche y quesos. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Kaneko y cols, en 1999, quienes
tampoco detectaron L. monocytogenes, pero si encontraron otras especies del
genero Listeria en los vegetales y algunos alimentos cocidos. Resultados
semejantes presentan Pingulkar et al, en el afo 2001 al detectar un 100 % de
incidencia de Listeria spp en vegetales de mercados locales, mientras que las
ensaladas listas para comer mostraron su presencia en un 73 %,ademas L.
monocytogenes se presentd en 7 muestras de 62 tomates, 5 de 10 hojas, 2 de
4 muestras de espinacas y 1 de 4 zanahorias.

En el caso de los productos de origen lacteo, los resultados que se
observaron difieren en cuanto a la deteccién de L. monocytogenes, con lo
reportado por Gohil, V.S., et al. (1994), quienes no encontraron incidencia de
Listeria spp. en la leche pasteurizada, pero en cuatro muestras de queso blanco
importado si se confirmd la presencia de L. monocytogenes . Por lo tanto
también se presentd lo misma situacion que con los vegetales ya que en las
muestras de queso de la planta no se detecté ninguna especie del género de la
bacteria.

En los productos de origen carnico, se obtuve un 1 % de muestras positivas
para L. monocytogenes, principalmente en camme molida moldeada para
hamburguesa. En este caso, quizés |a probabilidad de aislamiento sea alta cuando
se habla de carne moldeada, ya que en las cames crudas se tiene  bien
documentada la presencia de L. monocytogenes tal como lo reporta, Piner, R,
en 1992, quien realizé una extensa revision de este patégeno en diversos tipos de
carmnes y demostrd su presencia en muestras de carne de aves, res, cerdo,
cordero, embutidos y en productos carnicos ya procesados y Robinson, et al, en
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1995, quienes ta detectaron en carne de res y pollo crudo, frescos y congelados
en 1 de 15 muestras de came de res cruda, ademas de 34 de 107 muestras de
carne precocida; pero las muestras analizadas correspondieron a Io que es la
carne para carne para hamburguesa ya preparada es decir, esta came solo se
ensambla en el pan, se empaca y se congela, por lo cual, aunque el porcentaje
obtenido haya sido bajo lo podemos considerar muy importante en virtud de que el
alimento ya no sufre un nuevo tratamiento en la planta, sino que se procesa , se
empaca y se congela y posteriormente se mantiene a la venta en refrigeracion.
Estas temperaturas , por lo tanto, pueden ser criticas para el alimento ya que L.
monocytogenes puede permanecer viable y multiplicarse a niveles que pueden
influir como causa de seguridad alimenticia, sobre todo si la hamburguesa se
calienta someramente que generaimente se€ hace en microondas y en cuyo
tratamiento se ha observado la supervivencia del patdégenc cuando se encuentra
en concentraciones de 1000 UFC y se calienta por 2 segundos ( Espinoza, Ay
cols, 2000 ).

Otro punto considerado importante por la empresa correspondid a las
superficies inertes que entran en contacto con los alimentos y que ellos consideran
un eslabdn en la cadena de transmision para ciertos microorganismos patégenos
como L. monocytogenes; por lo tanto , lo colocan también como un segundo
punto critico de control. El analisis de estas superficies evidenci6 la ausencia de
este patdgeno, no asi la de L. innocua que se determind en un 36 %,
principalmente en canaletas de drenaje, en donde de obtuvo el mayor porcentaje
de recuperacién ( 77.3 %), disminuyendo éste a 50 % en los sistemas de

conservacion a bajas temperaturas y en las lineas de produccién con un
20.25 %.

Cabe mencionar que en la planta de estudio se maneja el término de nivel
preoperativo y nivel operativo, los cuales indican equipo listo para la produccién y
equipo durante la produccion, respectivamente; en este caso la presencia de L.
innocua se detecto en un 15.6 % antes de la produccion y 27.3 % después. Las
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lineas de produccion 1,2 y 3 de la planta arrojaron incidencia elevada de éste
saprdfito especificamente en un 28.6 % y que fue obtenido también en las areas
de lavado y cocina. En dichas zonas, y en general en la planta, existe el ambiente
humeda y frio por lo que es facil explicar el porque de tan alto porcentaje del
microorganismo, en ellos. Aqui lo importante es que el patdogeno no se detecté en
este tipo de muestras. Sin embargo, algunos autores mencionan a L. innocua
como indicador de la presencia de L. monocytogenes , entonces es posible que
el alto porcentaje del sapréfito esté indicando que L.monocytogenes esta
presente. Los resultados de este estudio, por lo tanto, provocan cierta controversia
en dicha afirmacion ya que nosotros no logramos aislar a L. monocytogenes aun
a pesar de la alta incidencia de L. innocua. En otros estudios estos resultados
son diferentes a los encontrados por Sammarco y cols, en 1997, ya que ellos
detectaron L. monocytogenes en un 13.3 % en estropajos de pisos y 7.1 % en
recipientes para lavado de manos, ademas determinaron otras especies de
Listeria en areas diferentes como fueron las paredes, y Rorvik, et al, en 1997
aislaron a L. monocytogenes en un 33 % del total de muestras y en alcantarillas
se detectd al mismo en un 65 %; mientras que otras especies del género Listeria
se encontraron en 40% y 75 % respectivamente; confirmando 0 que Doyle en
1997 enfatizd, que este microorganismo es mas persistente en los alimentos
debido a que crece formando biofilmes sobre superficies inertes como
condensadores, paredes, techos y utensilios de limpieza. Ademas, Wong en
1998 menciona que L. monocytogenes sobrevive por periodos prolongados en
acero inoxidable y bandas de goma, materiales comunmente usados en equipo
para procesamiento de alimentos. Estos biofilmes, segun Watnick, et al. 2000, en
la mayoria de los ambientes naturales, son asociaciones entre varios estilos de
vidas microbiana y una superficie, la cual formara un microambiente favorable a
los mismos y permitira ademas de gue éstos puedan desarrollarse sobre una
gran cantidad de superficies himedas, vivas o inertes , que no hayan sido
adecuadamente sanitizadas. La presencia de estos biofilmes reducira la
efectividad de los sanitizantes, como el hipoclorito y peroxido de hidrégeno
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12 % de Listeria spp. Yy de ellos un 7 %, presentd L. monocytogenes en 99
trabajadores encargados de |a produccion . Caso contrario a nuestros resultados
ya que demuestran la ausencia de este patdgeno, posiblemente debido a la
educacion sanitaria de los trabagjadores y la aplicacion de las practicas de higiene
que rigen esta empresa, ademas del uso adecuado de sanitizantes para lavado
y desinfecciébn de manos para eliminar mediante el lavado. En este sentido
podemos afirmar que la encargada de calidad en la planta , sabia perfectamente
su papel para con el personal del area de produccion, ya que durante las fases del
muestreo nas pudimos percatar de su insistencia para que el personal llevara a
cabo adecuadamente su higiene personal.

Con respecto a los alimentos a base de tortilla de maiz o trigo con relleno
de queso ( enchiladas, quesadillas ), o con relleno de carne de res y pollo o
frijoles ( flautas, hamburguesas, burritos, tornillos ) , emparedados rellenos de
ensalada de pollo y queso con jamon, ademas de otros productos similares.
Nosotros obtuvimos resultados totalmente diferentes a los obtenidos por otros
investigadores ya que ellos reportan productos carnicos listos para su consumo
en E.U.A, contaminados con este patégeno en un 12 % en 1887 y un 10 % en
1998, ( Wilson, 1989 ), asi mismo Farber, en 1991, hace mencion a ciertos
brotes de listeriosis debido a hamburguesas contaminadas con E
monocytogenes ; Graw en 1992 detectd en 53 % a esta bacteria en muestras
de productos carnicos preparados, mientras que Hudson, J.A et al. (1992),
cuantificaron en un 39.4 % de sus muestras estudiadas, la presencia de Listeria
spp, en alimentos carnicos listos para comer y Levine y cols en el 2001
observaron que esta bacteria prevalece en bajos porcentajes en diversos
productos carnicos y de ave, listos para su consumo. Por lo tanto los alimentos
que se analizaron estan siendo preparados con rigurosas medidas higiénicas que
impiden que la bacteria esté incidiendo en ellos y este resuitado concuerda con los
obtenidos por Francinay cols, ( 2001 ) los cuales reportan la ausencia de éste en
alimentos listos para consumo a base de carne y ensaladas.
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( Stewart, et al. 2000) , ya que estos poseen habilidad limitada para penetrar la
capa protectora de los polimeros bacterianos que los recubre ( Fatemi, et al,
1999). Por lo tanto representa doble importancia el estudio realizado en superficies
inertes, ya que el proceso de sanitizacién esta considerado como un punto critico
de control en cualquier planta procesadeora. Los andlisis arrgjan una alta
incidencia de L. innocua pero la ausencia del patdgeno, principalmente en
alcantarillas, equipos para conservacion a temperaturas bajas y lineas de
produccién, también se observa que antes del proceso de alimentos los valores
registrados son menores que cuando se esta en proceso en cuanto al saprofito
encontrado, lo que indica que la sanitizacion es medianamente efectiva, porque
conforme franscurre el tiempo de manufactura, la acumulacion de los restos de
materias primas que pueden aportar contaminacion cruzada con otros alimentos y
superficies sucias provocan estos incrementos; aunque QOjeniyi, et al ( 2000 ),
encontraron al patdgeno L. monocytogenes, ellos ratifican que la limpieza y
desinfeccion disminuyo la incidencia hasta un 6.4 % al detectar su prevalencia
enun 25 a 41 4 %, ademas, Rijpens, et al, ( 1997 ) sefialan que la presencia de L.
innocua u otra especie no patogénica, se puede considerar como un indicador de
condiciones no sanitarias, que mas tarde propicien el crecimiento o desarrollo de
L. monocytogenes.

Las superficies vivas ( manipuladores ) pueden jugar un papel significativo
en la transmisién de patégenos, ya que la manipulacion de los alimentos llevada a
cabo con una pobre higiene personal, puede acarrear serios problemas de salud;
al permitir que las manos contaminadas con microorganismos entéricas
contaminen el producto que se esta manufacturando; por tal razén la
determinacion de patdgenos como L. monocytogenes, fue otro punto critico de
control que se establecio en la planta. Diversos autores, entre ellos, Snelling,
AM. et. al (1991), demuestran la sobrevivencia de este patégeno en las puntas
de los dedos de los manipuladores de alimentos, asi como los factores ( lipidos y
flora normal de la piel ) que afectan |a eliminacién del organismo por el lavado de
manos y la desinfeccion. Similarmente, Kerr, K.G. et .al., (1993) , cuantificaron un
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En el caso de los productos con relleno de queso, se obtuvo un porcentaje
bajo de incidencia de L. monocytogenes ( 0.5 % )y a L. innocuaenun 12 %, lo
cual sugiere que ocurrid contaminacién desde la materia prima o durante el
proceso, considerando que L. inocua es muy comun y muy abundante en
productos lacteos, segun , Loessner, et al, 1991, y ademas posee la habilidad de
sobrevivir a la manufactura y maduracion de distintos quesos ( Solano, et al,
1997 ). Esto posiblemente origine que su incidencia en este tipo de productos sea
elevada, como lo menciona Olarte, et al, 1997, quienes detectan al patdgeno en
un 5.6 % en muestras de queso fresco en Espana , que al igual que Guerra y
cols, en los meses de octubre 1998 a abril del 2000, encuentran L.
monacytogenes en alimentos de rapido consumo a base de queso portugués
maduro y semimaduro, en un 9 % de las muesiras y otras especies del género
Listeria. Por lo tanto es importante hacer hincapié gue estos alimentos pueden
actuar como vehiculo de este microorganismos, lo cual ha sido perfectamente
documentado por los diversos estudios que se han realizado, y en donde los
alimentos a base de relleno de queso han sido involucrados en varios brotes de
listeriosis que han sido comprobados por el Centro de Control de Enfermedades,
principaimente al queso estilo mexicano.

€l agua potable también se verificd como otra posible fuente de
contaminacion, ya que gran parte del proceso requiere de este fludo que es
utilizado, ya sea como parte integral de la materia prima, para la sanitizacion, para
consumo humano, para homogeneizacion de diferentes ingredientes, efc, La
determinacion del patogenc en este tipo muesiras, no fue productivo, lo cual se
esperaba, considerando su potabilizacion; pero la planta almacena este liquido y
las condiciones por lo tanto pueden cambiar y con ello sufrir contaminacién. Por lo
que nuevamente el control microbiologico en la fabrica se hizo evidente .

El panorama cambi6 en el muestreo del agua residual, en donde se obtuvo

una alta incidencia del género Listeria, principalmente, L. innocua, hecho que

consideramos totalmente logico ya que si esta se obtuvo a nivel preoperativo y
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operativo en la planta, en superficies inertes ( alcantarillas, enfriadores ) y en
lineas de produccién , también tenia que estar en el agua residual ya que éstas
proceden de los lavados de equipo, utensilios y demas superficies para la
fabricacién de los alimentos, estos datos difieren a lo reportado por Watkins ef al
1981, Guenich y Muller en 1984 y Al-Ghazali y Al-Azawi en 1986, quienes
encontraron L. monocytogenes en aguas de rio y afluentes industriales de
mataderos, plantas de empaquetamiento y tratadoras de agua residual en
diferentes etapas del proceso, demostrando que el género Listeria puede
encontrarse constantemente en este tipo de agua y se confirma en nuestros
resultados, al obtener una alta incidencia de L. innocua.

Finalmente, el ambiente intermo de la planta puede servir como vehiculo de
transporte para infinidad de microorganismos y asi liegar a contaminar materia
prima, producto terminado, superficies que entran en contacto con el alimento y
recontaminar espacios ya sanitizados, por lo que puede representar, un verdadero
dolor de cabeza, si no se cuenta con un ambiente limpio € inocuo. Infinidad de
autores sefalan y demuestran que el aire puede estar contaminado con L.
monocytogenes, tal es el caso de Lawrence y cols, que en 1995, aislaron 29
cepas del medio ambiente del area de procesamiento de aves y productos de
aves; Pritchard, T.J. et al, en el mismo ano, compararon la incidencia de la
contaminacién por Listeria del equipo, con la del medio ambiente de
procesamiento de 21 plantas de lacteos, encontrando que el nivel de
contaminacion fue mas alto en el medio ambiente (49.7 %) con respecto a las
muestras de equipo (7.0 %), por lo que concluyen que la contaminacién ambiental
con Listeria no necesariamente se traduce en contaminacion del equipo dentro de
la misma planta sin embargo no se debe dejar de hacer énfasis en la limpieza y
sanitizacion del medio ambiente de la misma; Fenlon y cols en 1996, reportan
incidencia baja de L. monocyfogenes en una amplia variedad de muestras
ambientales asociadas con la produccion inicial de un alimento y estos resultados
son los que mas se acercan y concuerdan a las muestras, ya que nosotros no
logramos detectar a la bacteria en el amhiente .
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Por lo tanto, nuestros resultados que abarcaron todas las fuentes naturales
relacionadas con la presencia y habitat de L. monocytogenes, en la planta,
demostraron baja incidencia del patdgeno en la mayoria de las mismas, con
excepcion de la materia prima y producto terminado, situacion que aunque no es

«

grave, se antepone a la “ cero tolerancia “ que FSIS y otros organismos
gubernamentales, incluyendo a los de nuestro pais proponen en productos listos
para consumo. Cabe mencionar que el Sistema HACCP implementado en la
planta juega un papel importante en la misma y queda demostrando en los
resultados que se obtuvieron, ya que al enfatizar en la certificacion de
proveedores y en las buenas practicas de manufactura, se lograra la meta de cero
tolerancia en los productos manufacturados no sclo en la planta estudiada sino en
cualquiera que provea de las condiciones para que la L. monocytogenes pueda

medrar.

Toda este sistema implementado pensamos que ha sido de gran utilidad ya
que a pesar de la alta incidencia de L. innocua, L. monocytogenes no ha sido
capaz de establecerse lo cual es de gran ventaja considerando la cuestion de que
es mejor prevenir su introduccién que erradicarla.
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Listeria monocytogenes, se detecté en 0.34 % en la totalidad de las
muestras analizadas, principaimente en materia prima y producto terminado,
aungue en la mayoria de las mismas no se encontré.

La especie del género Listeria que predomina con mayor porcentaje de
aislamiento, es el sapréfito L. innocua, de la cual se obtuvo alta prevalencia en
superficies inertes, agua residual, producto terminado y materia prima, haciendo
hincapié que durante el procesamiento de los alimentos su numero se incremento
y que los procesos de sanitizacion resultan medianamente efectivos, porque
disminuyen su numero, pero no hasta tasa cero.

Los puntos criticos de control establecidos por la planta cumplen con la
funcion correspondiente, mas sin embargo, se recomendd la implantacion o
establecer como punios criticos las fuentes naturales de este patdgeno, como |o
son agua residual, superficies inertes y vivas, ambiente y procesos de sanitizacion.

Dado, que se determind gran cantidad de muestras positivas en planta,
para el género Listeria, podemos concluir que las condiciones de crecimiento para
desarrollo del patdgeno estan establecidas y que de no seguir (0s principios del
sistema HACCP y las buenas practicas de manufactura, esto podria pasar en
menor tiempo de lo esperado.
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