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Introduccidn

Listeria monocytogenes es una bacteria patogena Gram
positiva de importancia en salud publica y en la in-
dustria alimentaria, ya que puede multiplicarse bajo
condiciones de conservacion de alimentos frescos o
procesados. Tiene la capacidad de formar biopelicu-
las, proliferar en temperaturas de refrigeracion, re-
sistir pH extremo y altos niveles de sal. Los animales
lecheros pueden ser portadores asintomaticos de L.
monocytogenes y alojar el patéogeno en la ubre, esto
puede conducir a la excrecion de bacterias durante el
ordefio, contaminando la leche y, en consecuencia, a

los productos lacteos [1]. En este sentido, debido a
que la leche es un alimento rico en calcio, aminoéci-
dos esenciales, proteinas, fosforo, vitamina B2 (ribo-
flavina) y vitamina A, puede ser un buen medio para
el crecimiento y multiplicacién de L. monocytogenes
[2]. Este patogeno causa listeriosis, que es una en-
fermedad transmitida por alimentos en humanos y
afecta principalmente a mujeres embarazadas, recién
nacidos, ancianos e individuos inmunocomprome-
tidos. En mujeres embarazas causa fiebre, mialgias,
septicemia y meningoencefalitis, de igual forma, L.
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monocytogenes se puede transmitir verticalmente al
feto y provocar aborto espontineo, muerte fetal o
meningitis neonatal [1]. L. monocytogenes es conside-
rada de gran importancia debido a su alta incidencia
en alimentos y la tasa de mortalidad por listeriosis
del 20 al 30% [1,2]. Muchos brotes de listeriosis en
el mundo se asocian con la ingesta de queso o helado
contaminados y con leche no pasteurizada. El proble-
ma aumenta en los entornos de produccion artesanal,
donde las superficies no se desinfectan adecuada-
mente y los operarios tienen contacto directo con la
materia prima y los productos finales [1]. En México
la listeriosis no es considerada como una enfermedad
de notificacion obligatoria, por lo que se desconoce la
incidencia de L. monocytogenes en productos licteos.
Por lo tanto, el objetivo del estudio fue determinar la
incidencia de L. monocytogenes en leche cruda y pro-
ductos lacteos comercializados en la Zona Metropoli-
tana de México.

Metodologia

Obtencion de muestras

Se compraron aleatoriamente 11 muestras de 200 g
cada una; dos muestras de leche cruda procedente de
la Ciudad de México; un queso panela, un queso ran-
chero, cinco quesos estilo Oaxaca y dos helados tradi-
cionales procedentes del Estado de México. El mues-
treo se realiz6 bajo condiciones asépticas y todas las
muestras se guardaron en bolsas herméticas estériles.
Las muestras se transportaron y conservaron a 4°C
hasta su evaluacion en el laboratorio [2].

Aislamiento e identificacién de L. monocytoge-
nes

De cada muestra se tomaron 25 g o 25 ml (segun fue-
ra el caso) y fueron colocadas en medio de Enriqueci-
miento para listeria (BD Difco™) para posteriormen-
te ser homogenizadas durante 2 min con ayuda de un
homogeneizador ULTRA-TURRAX® T25 (IKA) e
incubadas por 48 h a 30°C. Transcurrido el tiempo se
tomo6 una asada de este enriquecimiento y por estria
cruzada se sembrd en Medio Oxford (BD Difco™),
incubando a 35°C por 24 h. Las colonias aisladas de
2-3 mm con color negro y centro hundido se consi-

deraron como presuntivas a L. monocytogenes. Estos
aislamientos se resembraron en medio Soya tripti-
caseina (BD Bioxon®) con 0.6% de extracto de leva-
dura, incubando a 37°C por 24 h. Los aislamientos
obtenidos se sometieron a pruebas microscopicas y
bioquimicas: tincion de Gram, catalasa, esculina, Kli-
gler, movilidad en fresco, movilidad en agar Sulfuro
Indol Movilidad (sim), actividad B-hemolitica y fer-
mentacion de ramnosa [3]. Las mediciones se realiza-
ron por duplicado.

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el Softwa-
re estadistico JMP version 16 (Statistical Discovery
® LLC). La incidencia de L. monocytogenes se calculd
dividiendo el nimero de muestras positivas sobre el
numero total de muestras analizadas y multiplicindo-
las por 100. Se determiné la significancia de la pre-
sencia del patégeno en los productos lacteos median-
te 1a prueba de Chi-cuadrado. Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Resultados y discusion

Todas las muestras analizadas resultaron presuntivas
a L. monocytogenes; sin embargo, solo el 18.18% fue-
ron positivas a este patdgeno. Estas muestras fueron
las de helado provenientes del Estado de México (Ta-
bla 1). Las dos muestras positivas a L. monocytogenes,
se confirmaron mediante la identificacion de bacilos
cortos Gram positivos (Figura 1).

La movilidad en fresco mostrd bacilos cortos con
movilidad giratoria, mientras que la movilidad en agar
se observo durante 7 dias, donde desde el dia 1 se vi-
sualiz6 movilidad en el area de inoculacion, asi como
en sus alrededores mostrando un crecimiento tipico
en paraguas de acuerdo con la NOM-143-SSA1-1995
[3].

Las cepas aisladas de L. monocytogenes mostraron
ser catalasa positiva, ramnosa positiva desarrollaron
hidrolisis de esculina. Mientras que en el medio Kli-
gler, no produjeron 4cido sulfhidrico.

En cuanto a la prueba de hemolisis, a las 24 h se
obtuvieron colonias traslicidas y grises con una es-
trecha zona de B-hemdlisis que se aprecié mejor a las
72 h a 37°C (Figura 2).
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Incidencia global de L. monocytogenes aislada de leche cruda y productos lacteos de distintos establecimientos.

1 Queso panela Edo. de México + - 1 0
2 Queso ranchero Edo. de México + - 1 0
3 Queso Oaxaca Edo. de México + - 5 0
4 Queso Oaxaca Edo. de México + - 0
5 Queso Oaxaca Edo. de México + - 0
6 Queso Oaxaca Edo. de México + - 0
7 Queso Oaxaca Edo. de México + - 0
8 Leche Ciudad de México + - 1 0
9 Leche Ciudad de México + - 1 0
10 Helado Edo. de México + + 1 100
11 Helado Edo. de México + + 1 100
Total 11 18.18

Listeria monocytogenes por tincién de Gram vista desde el microscopio con objetivo de 100 X.

A: Campo completo de una muestra de helado. B: Ampliacion de un campo de muestra de helado. Se aprecian bacilos cortos Gram positivo
caracteristicos de L. monocytogenes, sefialados con flecha roja.

Confirmacién de B-hemdlisis para L. monocytogenes por método de picadura en cuadricula.
A: Reverso de la caja. B: Interior de la caja.



Con la prueba de Chi-cuadrado se observd una
presencia significativa del patogeno en los productos
lacteos, por lo que se confirm6 que las muestras de
helado fueron positivas a L. monocytogenes, obtenien-
do una presencia global de 18.18% (p<0.05).

Los resultados encontrados concuerdan con Bore-
na et al. [4] quienes mencionan que la leche y pro-
ductos lacteos son las principales fuentes de L. mono-
cytogenes, que es de gran preocupacion en términos
de inocuidad alimentaria por ser un microorganismo
patégeno. Borena et al. [4] determinaron que el 2.28%
de 482 muestras de leche cruda y productos licteos,
fueron positivas a L. monocytogenes. Existen otros es-
tudios en los que se reporta la presencia de este pato-
geno en leche cruda de 0.3-1.2%. Esto indica que la in-
cidencia de L. monocytogenes en leche es mucho mas
baja que en productos lacteos pese a que la fuente de
contaminacion es la excrecion de L. monocytogenes a
través de heces o de la ubre durante el ordefio, pudien-
do haber una recontaminacién en la pasteurizacion y
en el procesamiento de liacteos [4]. Esto concuerda
con los hallazgos de nuestro estudio donde todas las
muestras de leche cruda y productos licteos fueron
negativos a L. monocytogenes a excepcion del 100%
de las muestras de helado. En este sentido, todas las
muestras fueron presuntivas a L. monocytogenes pero
no confirmatorias a ella, esto podria deberse a que se
trata de otra especie de Listeria como lo reportado
por Akrami-Mohajeri et al. [2] quienes aislaron 11.7%
de Listeria spp., 4.03% de L. monocytogenes, 5.6% de
L. innocua, 1.8% de L. seeligeriy 0.17% de L. murayii a
partir de 545 muestras de leche y productos lacteos.
Las diferencias en los distintos estudios con respecto
al porcentaje de incidencia podrian deberse a que en
diversos estudios [2,7] los muestreos suelen ser muy
variables en términos del nimero de muestras o a las
condiciones sanitarias del lugar del muestreo.

Pese a que la presencia de L. monocytogenes en
quesos artesanales elaborados con leche sin pasteu-
rizar suele ser muy comdn [1], en nuestro estudio no
se aislo L. monocytogenes a partir de ninguno de los
quesos; sin embargo, todas las muestras fueron pre-
suntivas como lo reportado por Akrami-Mohajeri et
al. [2] quienes aislaron no solo L. monocytogenes sino
también Listeria spp. y L. innocua. Por otro lado, no
hubo diferencias en relacién con el tipo de queso, esto

podria atribuirse a que estos quesos no se maduran
por lo que no existen condiciones que permitan la su-
pervivencia de las bacterias de forma diferencial [1].

Las muestras de helado positivas a L. monocyto-
genes en nuestro estudio, concuerdan con Borena et
al. [4] quienes, de 54 muestras de helados de crema,
obtuvieron 12.96% positivas a L. monocytogenes, ob-
servandose un rango similar a nuestros hallazgos. La
presencia de L. monocytogenes puede deberse a dos
factores, uno de ellos es que sea capaz de sobrevivir
a la pasteurizacion en leche o durante la mezcla de
helado junto con los demis componentes [6]. Neha
et al. [6] reportaron que en leche sometida a 73.9°C
durante 16.4 s, L. monocytogenes fue detectada; en
este sentido, se sabe que no es factible abusar del
tratamiento térmico, ya que el calentamiento provo-
ca estrés fisiologico dentro de las células, dejando-
las lesionadas o en estado viable pero no cultivable.
Otro factor importante es si hay grandes cantidades
de células bacterianas; aunado a ello, de acuerdo con
Neha et al. [6] ciertos componentes del helado como
los estabilizantes estan asociados con el aumento de 1a
tolerancia térmica de L. monocytogenes, posiblemente
por la captura del microorganismo en la red tridimen-
sional formada con micelas de caseina. Estos factores
son algunos de los cuales podrian estar involucrados
en la presencia de L. monocytogenes en las muestras
de helado analizadas en nuestro estudio.

Yan et al. [ 7] reportan 0.62% de muestras positivas
a L. monocytogenes en helado, un porcentaje mucho
menor que el nuestro; aun asi, los diversos porcen-
tajes reportados nos indican la frecuente contamina-
cion de este producto lacteo.

Si bien las muestras de helado de nuestro estudio
se elaboran de forma artesanal, se sabe que a diferen-
cia de otros alimentos que se esterilizan antes del en-
vasado, el helado se pasteuriza después de mezclar y
homogeneizar los ingredientes a principios de la eta-
pa de proceso. Por lo tanto, existe la posibilidad de
contaminacién durante el procesamiento posterior,
como en la maduracion, congelacion, llenado, mol-
deo y envasado [7]. Por lo tanto, esto indica que el
helado se puede contaminar desde el origen o en el
procesamiento, a ello puede atribuirse que el 100% de
las muestras de helado analizadas en nuestro estudio
fueron positivas a L. monocytogenes.
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Otro factor que no se estudio es la capacidad de L.
monocytogenes para formar biopeliculas en entornos
con ambientes himedos y ricos en nutrientes como
las instalaciones de procesamiento de alimentos
como el helado. A este respecto, existen reportes de
aislamientos desde el 0.3% al 40% de muestras de he-
lado. Estas diferencias pueden deberse a variaciones
en las condiciones de higiene, los tipos de muestras y
métodos de deteccion de L. monocytogenes [2,7].

Se ha demostrado que L. monocytogenes tolera
temperaturas de congelacion incluso durante 36 me-
ses. Esto fue confirmado por Salazar et al. [8] quie-
nes realizaron un analisis sobre 180 bolas de helado
contaminadas durante el proceso y de forma artificial
con L. monocytogenes, almacenadas a -20 +2°C duran-
te 36 meses. Obteniendo que sobrevivido y no hubo
disminucion significativa en la poblacion bacteriana.
Esto es posible ya que hay reportes que indican que L.
monocytogenes puede adaptarse al frio por una expo-

sicion previa a temperaturas de congelacion en hela-
do, sobreviviendo por largos periodos de tiempo [8].

Conclusién

El presente estudio mostré que los helados ofrecidos
en venta directa a los consumidores estan contamina-
dos con L. monocytogenes. Esto representa un riesgo
para la salud publica debido a que esta bacteria es pa-
tégena e implica altas tasas de mortalidad en ciertos
grupos vulnerables de 1a poblacion. Los hallazgos del
estudio sugieren que es posible que las condiciones
de procesamiento de helado y comercializacion no
cumplen con los estindares de inocuidad. Es impor-
tante el seguimiento, deteccion y determinacion de la
incidencia de L. monocytogenes, asi como ampliar el
numero de muestras y tipo de productos. De igual for-
ma es importante la confirmaciéon de la especie para
evitar falsos positivos de L. monocytogenes por la pre-
sencia de diversas muestras presuntivas.
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