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omo consecuencia de la globalizacién, la

industria alimentaria se ha desarrollado

a pasos agigantados gracias a la adquisi-

cion de tecnologia de puntay a la imple-
mentacion de sistemas de calidad basados en bue-
nas practicas de manufactura y analisis de riesgos,
con los que se ha incrementado la cantidad y cali-
dad de productos dirigidos a una poblacion mas
grande y exigente.!

Los cambios demograficos, asi como los esti-
los de vida del consumidor y las diversas preferen-
cias alimenticias, han influido en la formulacion,
produccion, preservacion, empaque y distribucion
de los alimentos, originando la manufactura de
alimentos practicos o de conveniencia, frescos o
minimamente procesados que cumplan con las es-
pecificaciones de salud.? Sin embargo, las buenas
practicas de manufactura en la produccion de ali-
mentos no dan resultados satisfactorios cuando el
hombre los contamina durante el proceso y mani-
pulacién del producto, representando esto una de
las principales causas de enfermedades transmiti-
das por alimentos (ETAS),’ las cuales se conside-
ran como la mayor causa de morbilidad y mortali-
dad en paises industrializados y en vias de
desarrollo.*
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Los microorganismos no reconocidos como
patdgenos importantes en las tultimas dos décadas
recientemente han sido descritos y han adquirido
un papel preponderante en la microbiologia de ali-
mentos, por lo que Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Vibrio vulnificus,
Vibrio cholerae y Yersinia enterocolitica, son hoy en
dia motivo de preocupacion para muchos produc-
tores de alimentos.>?

Listeria monocytogenes ha sido reconocido como
patdégeno humano desde 1929; recientes estudios
de casos epidémicos de listeriosis han incrementa-
do la importancia de las fuentes de contaminacion
de este patdgeno en enfermedades humanas, ya que
diversas investigaciones epidemiologicas han de-
mostrado que es una enfermedad transmitida por
alimentos, que ocurre en grupos bien definidos de
alto riesgo en los que se incluyen mujeres embara-
zadas, neonatos y adultos inmunocomprometidos.
Varias condiciones clinicas como transplante de
organos, terapia inmunosupresora, infeccion con
virus de la inmunodeficiencia humanay edad avan-
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zada se asocian con la listeriosis, cuya forma mds
comun reportada es la bacteriemia, aunque tam-
bién puede ocasionar sepsis, meningitis o menin-
goencefalitis. A diferencia de otras infecciones con
patdgenos como Salmonella, que raramente resulta
en fatalidad, la listeriosis estd asociada con una mor-

talidad del 20%.°
Objetivo

El objetivo de este estudio es determinar la inci-
dencia de especies de Listeria en materia primay
producto terminado que se procesan en una plan-
ta de alimentos congelados, superficies vivas (ma-
nipuladores) e inertes (mesas de trabajo, utensilios,
paredes etc.), agua y medio ambiente.

Metodologia
1. Aislamiento de Listeria spp. en alimentos
A) Material biolégico

Como cepa de referencia se utilizo L. monocytogenes
Scott A, proporcionada por el Dr. James L. Smith
del Departamento de Agricultura de Estados Uni-

dos de Norteamérica, la cual se mantuvo en el
medio agar soya tripticaseina (AST) (DIFCO) a 4°C.

B) Origen de la muestra

Las muestras fueron proporcionadas por una plan-
ta productora de alimentos congelados, y consis-
tieron en: enchiladas, quesadillas, tacos de carne,
hamburguesas de carne, hamburguesas de pollo,
emparedados de jamon con queso y emparedados
de ensalada de pollo, materia prima animal (que-
so, carne de res y carne de pollo) y vegetales (zana-
horias, cebolla, chicharos, elote), que se transpor-
taron y mantuvieron bajo refrigeracion 18 h para
su descongelacion antes de proceder a su analisis.

C) Aislamiento de Listeria spp.
El aislamiento se llevo a cabo de acuerdo al méto-
do establecido para la determinacion de L.

monocytogenes en alimentos correspondiente a la
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NOM-143-SSA1-1995,7 pero con la variante de lle-
var a cabo un segundo enriquecimiento selectivo
como se menciona en los siguientes incisos.

a) Pre-enriquecimiento no selectivo

El empaque de los alimentos se desinfectd con al-
cohol al 70% en la zona de apertura del mismo.
Bajo condiciones de asepsia se abrio el empaque
con utensilios estériles, y se tomaron 25 g de mues-
tra de diversas porciones de puntos distantes de
cada producto. Esta cantidad de muestra se coloco
en un frasco de licuadora y se le adicionaron 225
mL de caldo de soya tripticasa-extracto de levadu-
ra (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 re-
sultando una mezcla, la cual se incubo a 35-37°C
durante 24 h, se coloco nuevamente en el matraz
erlenmeyer.

b) Enriquecimiento selectivo primario

A partir del CSTEL, se transfiri6 1 mL a 10 mL
de caldo de enriquecimiento Listeria (LEB) (Difco),
éste se incubo a 35°C por 48 L.

¢) Enriquecimiento selectivo secundario

Del LEB se tom¢é 1 mL para inocularlo en 10 mL
de caldo Fraser (CF) (Difco) complementado con
0.1 mL de suplemento Fraser y se incubo a 35°C

por 48 h.
d) Aislamiento selectivo

Los tubos de CF que no presentaron ennegreci-
miento se consideraron negativos para Listeria spp.
y presuntivos aquéllos que si lo presentaron. Estos
se agitaron suavemente y se depositaron 2-3 asadas
del mismo en placas con agar Oxford (OXA) (Difco)
y agar moxalactam feniletanol cloruro de litio
(LPM) (Difco), previamente preparados con com-
plemento Oxford (Difco) y Moxalactam (Difco),
respectivamente; el indculo se sembrd por estria
en cuatro cuadrantes en cada placa y se incubaron

a35°C/48 h.
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e) Identificacién

Para la identificacion de Listeria spp. se realizaron
pruebas bioquimicas de catalasa, reducciéon de ni-
tratos, fermentaciéon de manitol, ramnosa y xilosa,
movilidad en medio de cultivo SIM y prueba de
hemolisis.®

f) Confirmacién con API Listeria

Los cultivos positivos para especies de Listeria spp.
se confirmaron con el sistema API Listeria
(bioMérieux Marcy I’Etoile France).

2. Aislamiento de Listeria spp. a partir de mate-
ria prima

La materia prima la proporciond una planta pro-
ductora de alimentos congelados, y consistié en
productos de origen vegetal y de origen animal, los
cuales fueron transportados bajo refrigeracion hasta
el laboratorio. Se colocaron a temperaturas de re-
frigeracion de 4 a 8°C, durante 18 h, para descon-
gelacion antes de analizarlos. El protocolo para el
aislamiento de especies de Listeria en este tipo de
muestras se realizo bajo el mismo método estable-
cido para los alimentos.

3. Aislamiento de Listeria spp. de aire interno

Con una bomba de vacio, se bombe¢ aire del inte-
rior de la planta para atraparlo en un matraz con
100 mL de caldo de soya tripticasa durante 30 mi-
nutos. Al cabo de este tiempo se quité el dispositi-
vo de vacio, se colocod una torunda al matraz y se
transportd bajo refrigeracion al laboratorio, en
donde se procedio a su incubacion a 35 °C por un
lapso de 24 h. Este proceso se considerd como pre-
enriquecimiento no selectivo para continuar con
el método exactamente igual que para alimentos.

4.- Aislamiento de Listeria spp. de agua potable

La toma de muestra del agua potable se realizo de
acuerdo a los procedimientos mencionados en la
Norma Oficial Mexicana, NOM 014-SSA1-1993°

(procedimientos sanitarios para el muestreo de agua
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para uso y consumo humano en sistemas de abas-
tecimiento publicos y privados). Se colectaron 100
mL de la muestra en bolsas Whirl PakM® | se trans-
portd al laboratorio en condiciones de refrigeracion y
se inoculd en 150 mL de CSTEL adicionado con
1% de piruvato de sodio para pre-enriquecimiento,
durante 24 h a 35°C. A partir de este punto el pro-
cedimiento se continu¢ de la misma forma que para
el aislamiento de la bacteria a partir de alimentos.

5. Aislamiento de Listeria spp. de agua residual

Para este analisis se instalaron hisopos de Moore
estériles en las diferentes canaletas de drenajes de
la planta y se dejaron por un lapso de 12 h. Se
extrajeron y se colocaron en bolsas estériles Whirl
Pak MR para ser transportadas al laboratorio bajo
las mismas condiciones que las demas muestras.
Se adicionaron 100 mL de CSTEL previamente
suplementado con 1% de piruvato de sodio a cada
una de las bolsas y éstas se colocaron en un
portabolsas para su incubacion a 35°C por 24 h.
A partir de este punto, el procedimiento se conti-
nuo de la misma forma que para el aislamiento de
la bacteria a partir de alimentos.

6. Aislamiento de Listeria spp. de superficies iner-
tes

Para la colecta de muestras de superficie, como
canaletas, mesas de trabajo, utensilios, paredes,
pisos y equipo en general, se utilizo el dispositivo
Whirl Pak «Speci Sponge»™® consistente en una
esponja estéril, la cual se humedecio en 6 mL de
solucion salina al 0.85% vy se pasd a través de la
superficie seleccionada. La esponja se coloco en su
bolsa y se transporto bajo las mismas condiciones
que las anteriores muestras. El procedimiento de
aislamiento fue exactamente igual al de los alimen-
tos.

7. Aislamiento de Listeria spp. de superficies vi-
vas (manos de manipuladores)

Este analisis se realizo con el Whirl Pak «Speci
Spongen™®, cuya esponja se humedecio en 6 mL de

solucion salina al 0.85% para frotar la palmay dorso
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de las manos de las operadoras en turno de la plan-
ta y, posteriormente, se depositd en su respectiva
bolsa para su transporte al laboratorio en donde se
llevo a cabo su analisis de igual forma que las mues-
tras anteriores.

Resultados

Se analizaron 580 muestras: 90 de materias primas,
245 de producto terminado, 30 de superficies vi-
vas (manos), 125 de superficies inertes, 30 de agua
potable, 30 de agua residual y 30 de ambiente, co-
lectadas en una planta procesadora de alimentos
congelados ubicada en el area metropolitana de la
ciudad de Monterrey, N. L., para determinar la in-
cidencia de especies de Listeria.

Las muestras estudiadas correspondientes a la
materia prima consistieron en 30 productos de
origen animal, que incluyeron: carne para tacos,
carne molida para hamburguesa, carne de pollo
para hamburguesa, salchichas y otros; asimismo,
30 productos de origen vegetal como: zanahorias,
chiles, cebollas, etc., y 30 productos de origen lac-
teo, representado por quesos. Se detecto la presen-
cia de L. monocytogenes en la materia prima de ori-
gen animal especificamente en la carne molida, lo
cual representd un 1.66% del total de muestras
analizadas. De igual manera, el mismo porcentaje
de prevalencia se detecto en carne de ave para L.
innocua. En el resto de las muestras analizadas no
se detectd ninguna especie del género Listeria, por
lo cual el porcentaje de incidencia se considero
como 0% en materia prima de origen vegetal y pro-
ductos lacteos, como se muestra en la tabla I.

Los productos terminados fabricados en la
planta y analizados en este estudio fueron aqué-
llos producidos con relleno de queso (enchiladas,
quesadillas); los fabricados con relleno de carne de
res (tacos, hamburguesas); los alimentos produci-
dos con carne de pollo como ingrediente principal
(emparedado, hamburguesa) y emparedados de ja-
mon con queso. En este tipo de muestras se detec-
td a L. monocytogenes en los alimentos con relleno
de queso, especificamente en enchiladas, donde el
porcentaje de incidencia correspondio a 1.66%, en
base a la cantidad de muestras (60) que se estudia-
ron para este producto en particular. L. innocua se
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detecto solamente en enchiladas, quesadillas y
emparedados de pollo en un 12, 10y 8%, respecti-
vamente (tabla ).

Situacion muy similar se obtuvo al analizar las
muestras de superficies incluidas en el estudio, y
que consistieron en manos de manipuladores y en
equipo de produccion de la planta, en las cuales
no se detectd a L. monocytogenes, pero si a L. inno-
cua, la cual se presentod en una sola muestra del
personal (manos) lo que representd un 3% de inci-
dencia, y en las superficies inertes del area de pro-
duccion se detectd a esta especie en un 36% (tabla
[). En este tipo de muestras se incluyeron las
canaletas de drenaje, donde se obtuvo el mayor
porcentaje de L. innocua, los sistemas de conserva-
cion de producto terminado a baja temperatura y
las lineas de produccion.

En la busqueda del patogeno en 30 muestras
de agua potable y 30 de agua residual colectadas de
diferentes tomas y canaletas de la planta no se en-
contré a L. monocytogenes, sin embargo L. innocua
se detectd en el 100% de las muestras de agua resi-
dual (tabla I); tampoco se pudo constatar la pre-
sencia de especies en el ambiente de produccion
de la planta, cuando se realizé la determinacion en
las muestras de aire que fueron colectadas en el
interior de la misma.

Conclusiones
1. L. monocytogenes se detectd en 1.66% en carne

molida para hamburguesa y en 1.66% en
enchiladas.

[§)

L. innocua se presentd en 12% en enchiladas,

10% en quesadillas y 8% en emparedados de

pollo.

3. Las muestras de agua potable no revelaron la
presencia de especies de Listeria.

4. L. innocua se presentd en el total de las mues-
tras de agua residual (100%).

5. Se detectd en un 3% la presencia de L. innocua
en manos de manipuladores.

6. En las superficies inertes: equipo de la planta
en general se detecto a L. innocua en un 36%.

7. Del total de las muestras (580); L. monocytogenes

se detectd en un 0.34% y L. innocua en un

15.86%.
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Tabla I. Incidencia de Listeria spp. en una planta productora de alimentos congelados.

Muestras No. de muestras L. monocytogenes Incidencia L. innocua Incidencia
Enchiladas 60 1 1.66 % 7 12%
Quesadillas 60 0 0% 6 10 %

Tacos de carne 25 0 0% 0 0%
Hamburguesa de carne 25 0 0 % 0 0 %
Hamburguesa de pollo 25 0 0 % 0 0 %

Emparedado de pollo 25 0 0 % 2 8 %
Emparedado de jam n 25 0 0 % 0 0 %
Materia prima animal® 60 1 1.66 % 1 1.66 %
Materia prima vegetal® 30 0 0% 0 0%
Agua potable 30 0 0% 0 0%
Agua residual 30 0 0% 30 100 %
Manipuladores 30 0 0% 1 3%
Equipo 125 0 0% 45 36 %
Ambiente ® 30 0 0% 0 0%
Total 580 2 0.34 % 92 15.86%

! Carne para tacos, carne molida para hamburguesa, carne de pollo para hamburguesa, salchichas, queso; *zanahorias, chiles, cebollas, elote,

chicharo, cilantro; *ambiente interno de la planta.

Resumen

Se colectaron asépticamente muestras de aire, agua
potable, agua residual, superficies vivas e inertes,
materia prima y producto terminado para investi-
gar la incidencia de Listeria spp., de acuerdo al mé-
todo establecido por la NOM-143-SSA1-1995.7 Esto
nos llevo a la obtencion de 1.66% de incidencia de
L. monocytogenes en materia prima, 1.66% en pro-
ducto terminado, 30% de L. innocua en producto
terminado y en materia prima soélo 1.66%. En las
superficies vivas e inertes se detectd un 3%y 36%
de incidencia para L. innocua, respectivamente, y
ausencia de L. monocytogenes. En agua potable y aire
no se detectaron especies de Listeria, mientras que
en agua residual se presentd 100% para L. innocua
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y 0% para L. monocytogenes. Esto indica que existe
escasa incidencia del patogeno en estudio en la plan-
ta, pero también existen condiciones adecuadas
para que se pueda establecer en la misma, como lo
demuestra la presencia de la especie saprofita L.
innocua en varias de las muestras que se analizaron.

Palabras clave: Listeriosis, Listeria monocytogenes.

Abstract

Samples of air, potable water, residual water, live
and inert surfaces, raw materials, and finished
products were collected in order to investigate the
incidence of Listeria spp, in accordance with the

methods established by the norm NOM-143-SSA1-
1995. This led us to find an incidence of 1.66% of
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L. monocytogenes in both raw materials and
finished products, as well as a 30% incidence of L.
innocua in finished products with a 1.66%
incidence in raw materials. No species of Listeria
were found in potable water, whereas 100% of resi-
dual water contained L. innocua with no findings
of L. monocytogenes. This indicates that there is a
low incidence of the studied pathogen in the plant,
but also proves that there are suitable conditions
in which the pathogen can grow, as demonstrated
by the presence of the saprophyte specie L. inno-
cua in a number of the analyzed samples.

Keywords: Listeriosis, Listeria monocytogenes.
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