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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un patdgeno de importancia en la transmisién alimentaria, sin
embargo se busca un método de rapido diagnoéstico, pues los métodos convencionales
tardan alrededor de 5 dias para confirmar o descartar su presencia; la prueba InSite
Listeria® ofrece un pronto diagndstico, por lo cual, entre los objetivos del presente trabajo
estan: comprobar la sensibilidad de la prueba rapida InSite Listeria®, a través de técnicas
de aislamiento e identificacion bacterioldgicas, y determinar si el uso de la misma como

técnica diagndstica, es rapida, oportuna y eficiente.

La barbacoa normalmente se expende en puestos “callejeros”, lo cual, junto con las
practicas de manejo, favorecen la presencia de diversos microorganismos contaminantes
como Listeria monocytogenes. Debido a lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo
general identificar la presencia de Listeria monocytogenes, en médula oblonga y barbacoa
ovina por medio de la prueba répida InSite Listeria® y pruebas bacterioldgicas
convencionales. Para ello se recolectaron 200 muestras en dos etapas; en la primera etapa
se realizo el muestreo de 100 expendios de barbacoa de la ciudad de Toluca, donde se
muestred barbacoa, realizando encuestas para analizar los factores predisponentes a la
contaminacion del producto final con la ayuda de estudios de anélisis de riesgo de las
condiciones del personal de expendio, condiciones del equipo y local de expendio, y
condiciones de la ropa de trabajo; en la segunda etapa, se obtuvieron 100 muestras del
rastro municipal de Capulhuac, donde 87 muestras de médula oblonga obtenidas de la
cabeza de ovinos fueron adecuadas para el estudio segun los criterios de aceptacion de
muestras, y el diagnostico con el hisopo InSite Listeria®; para esta etapa se realizaron
tablas de contingencia para determinar la relacion entre los resultados positivos de la
prueba rapida, con las condiciones sexo, edad y peso de los ovinos muestreados. A partir de
los resultados de ambas etapas se analizaron los factores de riesgo y la sensibilidad y
especificidad de InSite Listeria®.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes (L. mococytogenes), es un bacilo Gram positivo, anaerobio
facultativo, con la capacidad de sobrevivir a temperaturas que van de 0 °C a 45 °C, pH de
hasta 9.6 y altas concentraciones de sal <20%; caracteristicas que le permiten crecer en
suelo, cuerpos de agua y alimentos. Es una de las ocho especies del género Listeria
(innocua, ivanovii, welshimeri, seeligeri, marthii, rocourtiae y grayi) y la Unica que se

considera un patégeno de impacto para el hombre (Orsi, et al., 2011).

L. monocytogenes es el agente causal de la enfermedad conocida como Listeriosis, la cual
frecuentemente produce meningitis y septicemia en nifios, adultos geriatricos y pacientes
inmunocomprometidos, ademas de aborto y muerte fetal en mujeres embarazadas; tiene la
capacidad de cruzar las membranas del intestino, placenta y cerebro. Su principal fuente de
transmision son alimentos contaminados (Posfay-Barbe & Wald, 2009; Zunabovic, et al.,
2011).

Una amplia variedad de especies animales pueden ser infectadas por L. monocytogenes,
incluyendo mamiferos, aves, peces y crustaceos, la mayoria de los casos clinicos de
Listeriosis ocurren en rumiantes; los cerdos rara vez desarrollan la enfermedad y las aves
son generalmente portadoras. La mayoria de las infecciones son subclinicas, pero puede
aparecer la enfermedad invasiva esporadicamente o como brote. Los rumiantes pueden
jugar un papel como fuente de infeccion para los seres humanos, principalmente asociado al

consumo de subproductos alimenticios contaminados (Roberts & Wiedmann, 2003).

La Listeriosis humana tiene las formas de presentacion gastrointestinal e invasiva. La
Listeriosis invasiva aparece entre 20 y 30 dias después de la ingestion del patogeno; las
formas clinicas incluyen septicemia, infeccion del sistema nervioso central (meningitis,
meningoencefalitis), endocarditis e infecciones localizadas, entre 20 y 50% de los casos son

mortales. La forma gastrointestinal se caracteriza por nauseas, pirexia, vomito y diarrea; se
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presenta en individuos inmunocompetentes, los signos clinicos aparecen 20 horas post-

ingestion (Doganay, 2003; Donnelly, 2001).

A principios de 1980, la bacteria se manifesté como un patdgeno emergente causante de
Enfermedad de Transmision Alimentaria (ETA), desde entonces se han reportado brotes

importantes en Europa y Estados Unidos (Schlech 111, et al., 1983).

La importancia de ésta enfermedad se debe a su impacto clinico, alta mortalidad, y el efecto
econdmico por brotes asociados al consumo de alimentos. En 2007 se reportaron 1558
casos de Listeriosis en 27 paises de Europa; el indice de mortalidad general fue 20%,
elevandose en ancianos a 67%. En 2010, se reportaron en Estados Unidos 1662 casos de
Listeriosis con 266 muertes, representando la tercera causa de muerte por ETA (Lahuerta,
et al., 2011; Cartwright, et al., 2013; Castafieda-Ruelas, et al., 2014).

En México la Direccién General de Epidemiologia (DGE) no cuenta con informacion
epidemioldgica que permita evaluar el impacto de la Listeriosis en la poblacion, en 2009 se
reportaron 227,597 abortos sin especificacion etiolégica. En 2013, se registraron 40,147
casos de intoxicaciones alimentarias bacterianas y 966 casos de meningitis; sin diagndstico
etioldgico, pudiendo estos casos relacionarse con Listeriosis (Fernandez Cantén, et al.,
2012).

El propdsito del presente trabajo fue identificar la presencia de Listeria monocytogenes en
médula oblonga y barbacoa de ovino, destinada al consumo humano, utilizando la prueba

rapida InSite Listeria® y técnicas de identificacion bacteriana.
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REVISION DE LITERATURA

Listeria

El género Listeria contiene ocho especies (monocytogenes, innocua, ivanovii, welshimeri,
seeligeri, marthii, rocourtiae y grayi), de las cuales, solo L. monocytogenes y L. ivanovii
son de interés en la patologia humana y animal. La especie mas importante para el hombre

y los animales es Listeria monocytogenes (Gellin, et al., 1991).

La habilidad de Listeria spp., para colonizar y crecer en un amplio rango de ecosistemas se
ha correlacionado con la presencia de 331 genes codificantes para distintas proteinas de
transporte (Torres, et al., 2005).

Listeria monocytogenes

El nimero de componentes reguladores del genoma de Listeria monocytogenes es similar a
otras bacterias como Bacillus subtilis, Escherichia coli, Clostridium spp., Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Bronchothrix spp. El analisis de la secuencia
de los genomas de Listeria monocytogenes y Listeria innocua revelan una relacién
filogenética con Bacillus subtilis, lo que sugiere un origen comln para las tres especies
(Torres, et al., 2005).

Listeria monocytogenes pertenece a la familia Corynebacteriaceae, se describe como un
bacilo corto, Gram positivo, intracelular facultativo, oportunista, no esporulado; se
considera anaerobio facultativo, pues crece preferentemente en un medio con 10% de CO-
y se inhibe en medios con 70% de CO2 y 30% de N2; mide de 1 a 2um de largo por 0.5um
de ancho, posee flagelos peritricos, es movil a temperaturas de entre 20°C y 25°C, es
psicotrofico, pues tiene la capacidad de sobrevivir entre los 3°C y los 45°C, estable en
medios con pH entre 5y 9 con un dptimo de 5.8 a 7.0, tolera altas concentraciones de sal

<20%; estas caracteristicas le permiten crecer en suelo, cuerpos de agua y alimentos. Al
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observarlo al microscopio a temperatura ambiente presenta un movimiento de
deslizamiento semejante a un espiral muy particular, se asemeja morfoldégicamente a las
corinebacterias 0 a los diplococos Gram positivos; en cultivos viejos se pueden apreciar
estructuras filamentosas largas que miden de 6-20 um de longitud, presentando tincion
irregular (Bayles, et al., 1996) (McClure, et al., 1997).

Transmision Alimentaria
Tras el aislamiento inicial y su descripcion en 1926, Listeria monocytogenes ha demostrado
tener una prevalencia mundial y estar asociada con enfermedad grave en una amplia

variedad de animales, incluyendo el hombre (Low & Donachie, 1997).

Un estudio sefialdé al paté como una posible causa de Listeriosis en el Reino Unido e
Irlanda. Entre 1967 y 1982 fueron reportados 100 casos anuales de Listeriosis en Inglaterra,
Gales e Irlanda del Norte. Se interrogd a los pacientes infectados, trece de 15 pacientes
cuya enfermedad estaba causada por L. monocytogenes habian comido paté dentro de las
tres semanas previas a la enfermedad. También se realizaron estudios sobre los patés que se
encontraban a la venta en 1989 y 1990, en los que se confirmé la presencia de L.
monocytogenes. Se advirtio que el paté de determinada fabrica era mas propenso a estar
contaminado y a niveles mas altos que otras fabricas. De 107 muestras de paté de la fabrica,
48% estaban contaminadas. En consecuencia, en julio de 1989 se advirtid acerca del
consumo de este alimento y el gobierno suspendié la venta de paté procedente de la fabrica
que se identificé como origen del brote; lo que produjo un marcado descenso de la cantidad
global de casos (McLauchlin, et al., 1991).

En 1985 L. monocytogenes cobrd importancia debido a brotes transmitidos por alimentos
en la poblacion humana, desde entonces se han reportado brotes en Europa y Estados
Unidos, es la quinta causa de meningitis bacteriana en Estados Unidos, pero la segunda mas

importante en neonatos e individuos mayores de 60 afios y continGa siendo una de las
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causas mas importantes de Enfermedad Transmitida por Alimentos (ETA) (Schlech, et al.,
1983; Songer & Post, 2004).

En Europa en el periodo comprendido entre 1994 y el afio 2000 se notificd una incidencia
anual de Listeriosis humana de 0.2 y 0.8 casos/100.000. Esto se traduce en 1600 a 8400
casos por afio, con 320 a 2500 muertes. Este amplio rango en las incidencias puede deberse
a las diferencias en los sistemas de notificacion o a los brotes, que pueden aumentar
marcadamente el nimero de casos. Entre 1991 y 2001, los casos reportados relacionados a
brotes ascendieron a 2065; en los cuales, las fuentes de contaminacién fueron productos
lacteos: desde leche cruda hasta manteca elaborada con leche pasteurizada, incluyendo

varios tipos de quesos elaborados con leche sin pasteurizar (Rossi, et al., 2008).

Se ha aislado L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo, como carnicos:
salchichas, jamén, mortadela, entre otros; productos marinos salados y quesos. La presencia
de L. monocytogenes en carne se ha asociado a la contaminacion en el ambiente de
procesamiento del alimento, como el contacto con superficies sucias, re-envasado,
contaminacion cruzada entre empleados participantes de diferentes procesos, re-

contaminacion con exudados de los mismos productos, entre otros (Silva Paz, et al., 2007).

Aislamiento de L. monocytogenes a partir de carnicos

La amplia distribucion de Listeria spp. en la naturaleza y las heces de los animales provoca
gue su presencia en carnes crudas sea casi inevitable. La prevalencia en carnes crudas
puede variar del 0% a 68%. La carne porcina es la mas contaminada, también es frecuente
en la carne cruda de pollo (Acha & Szyfres, 2001).

Los principales reportes de aislamientos de Listeria monocytogenes en carnicos crudos en
los afios comprendidos entre 1990 y 2016 a nivel internacional reportan prevalencias de
identificacion en carne cruda de cerdo (Nigeria 11.1%, Latvia 18%, Polonia 21.8%, Bosnia
27.5%, China 27.6%, Taiwan 58.8%), carne cruda de pollo (Marruecos 3.66%, Nigeria

5
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5.0%, Bosnia 10%, China 12.3%, EUA 22%, Dinamarca 42%, Taiwan 50%, Finlandia
56%, Hungria 76%, Suecia 83%, Estonia 88%), carne cruda bovina (Etiopia 0.9%,
Republica Checa 2.3%, Nigeria 6.5%, Taiwan 24%, Yemen 26%, Polonia 28.1%, %, China
15.4-34.8%, Bosnia 34.3%, Espafia 36.84%, Jordan 51.4%) carne bovina congelada (Jordan
60%), carne cruda ovina (Yemen 17.9%, Jordan 33.3%, China 33.3%), carne ovina
congelada (Jordan 53.3%), carne cruda de pescado (Egipto 6%, Finlandia 4%, China 6.9-
7.8%, Iran 7.72-14.28-21.3%, Italia 39.6%), camarén (Iran 1.69-2.5%, China 2%, India
2.9%, Brasil 3.4%, EUA 11-30.7%, Serbia 12.4 %). Wong y cols. en 1990 reportan que los
aislamientos a partir de mariscos y carne bovina presentan mayor actividad hemolitica
(Miles & Motes, 1991) (Yoshida, et al., 1997) (Paziak-Domanéska, et al., 1999)
(Thimothe, et al., 2002) (Navratilova, et al., 2004 ) (Markkula, et al., 2005) (Praakle-Amin,
et al., 2006) (Berzin, et al., 2010) (Hodzic & Hukic, 2012) (Momtaz & Yadollahi, 2013)
(Lakicevic, et al., 2015 ) (Al-Nabulsi, et al., 2015) (Khallaf, et al., 2016) (Jamali, et al.,
2015)) (Wu, et al., 2015) (Mohammed, et al., 2016) (Park, et al., 2016) (Abdollahzadeh, et
al., 2016) (Al-mashhadany, et al., 2016) (Peter, et al., 2016).

Por otro lado, las prevalencias de aislamiento a nivel internacional, procedentes de carnicos
procesados se reportan las siguientes: cerdo ahumado (Latvia y Lituania 38%), carne salada
bovina (Espafia 24.32%), salami bovino (Jordan 6.2%), embutidos de origen bovino
(Egipto 2.5%), embutidos de origen porcino (Bulgaria 6.75%), pescado procesado (Grecia
9.6%); (Beérzin, et al., 2007) (Gebretsadik, et al., 2011) (Nadai, et al., 2012) (Awadallah &
Suelam, 2014) (Soultos, et al., 2014) (Daskalov, et al., 2014) (Gémez, et al., 2015) (Faeji,
etal., 2016).

En México hay escasos reportes de prevalencias de aislamientos a partir de carnicos, siendo
los Unicos a partir de carne cruda de pollo (Tamaulipas 1.4 %), carne bovina cruda (Distrito
Federal 10%, Monterrey 16-26.7%, Jalisco 20.5%, Tabasco 25%), carne cruda de cerdo
(Toluca 1.08 %), y pescado crudo (Veracruz 4.5%) (Heredia, et al., 2001) (Rodas-Suarez,
et al., 2006) (Cruz-Pulido, et al., 2012) (Martinez-Gonzales, et al., 2015) (Romero, 2017).
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Por parte de los carnicos procesados como milanesa de res (Distrito Federal 10%,
Monterrey 26.6%, Villahermosa 30%), salchichas de pavo (Sinaloa 11.7%), salchichas
porcinas (Baja california 16.5%), y jamdn porcino (Baja california 9.7% (Alcazar, 2002)
(Martinez, 2005) (Silva Paz, et al., 2007) (Rubio, et al., 2013) (Martinez-Gonzales, et al.,
2015) (Guzman-Hernandez, et al., 2016) (Castafieda-Ruelas, et al., 2013).

Listeriosis

Listeria monocytogenes es el agente causal de la enfermedad conocida como Listeriosis, la
cual frecuentemente produce meningitis y septicemia en nifios, adultos geriatricos y
pacientes inmunocomprometidos, ademas de aborto y muerte fetal en mujeres
embarazadas; tiene la capacidad de cruzar las membranas del intestino, placenta y cerebro.
Su principal fuente de transmision son alimentos contaminados (Posfay-Barbe & Wald,
2009; Zunabovic, et al., 2011).

La Listeriosis humana tiene las formas de presentacion, gastrointestinal e invasiva. La
Listeriosis gastrointestinal se caracteriza por nauseas, pirexia, vomito y diarrea; se presenta
en individuos inmunocompetentes, 20 horas post-ingestion aparecen los signos clinicos. La
forma invasiva aparece entre 20 y 30 dias después de la ingestion del patogeno; las formas
clinicas incluyen septicemia, infeccion del sistema nervioso central (meningitis,
meningoencefalitis), endocarditis e infecciones localizadas, entre 20 y 50% de los casos son
mortales. En pacientes inmunocomprometidos, generalmente se presenta la forma invasiva.
Durante el embarazo la enfermedad se presenta con fiebre, mialgias, lumbalgia, malestar
general y ocasionalmente diarrea, vomitos y dolor abdominal. La enfermedad tiene una fase
de bacteriemia en la cual se puede diseminar via transplacentaria y producir una infeccion
fetal intrauterina, corioamnionitis, parto prematuro, muerte fetal in Utero o sepsis neonatal
precoz (Lorber, 1996; Doganay, 2003; Donnelly, 2001; Mylonakis, et al., 2002).
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La amplia distribucién de L. monocytogenes en la naturaleza y su asociacién con el ganado
domeéstico hace que su presencia ocasional en carne cruda sea casi inevitable (Johnson, et
al., 1990).

En los animales, las manifestaciones clinicas de la Listeriosis; especialmente en ovinos,
caprinos y bovinos; generalmente ocurre en cinco presentaciones clinicas, de las cuales la
encefalitis es la forma mas comun, seguido de abortos, mientras que la septicemia neonatal,
mastitis y queratoconjuntivitis/uveitis, aparecen muy raramente. Estos sindromes rara vez
se superponen dentro del mismo animal o del mismo rebafio. Normalmente solo tiene lugar
una forma clinica de Listeriosis en un grupo particular de animales, cerca del 5-10% de las
ovejas expuestas durante un brote muestran signos clinicos; la mayoria presentan
infecciones subclinicas y se convierten en portadoras asintomaticas (OIE, 2014; Torrence &
Isaacson, 2003)

La forma septicémica es poco comun y por lo general se produce en neonatos; se
caracteriza por depresion, inapetencia, fiebre y muerte. La forma encefalica se denomina a
veces “enfermedad en circulo” debido a la tendencia del animal a dar vueltas en una
direccion, y es la manifestacion mas comin de la enfermedad en los rumiantes; los
sintomas comprenden depresion, anorexia, caida de la cabeza o torcimiento de la cabeza
hacia un lado, parélisis facial unilateral y queratoconjuntivitis bilateral. ElI aborto se
produce, por lo general, en el Gltimo tercio de gestacion (después de 7 meses en bovinos y
12 semanas en ovinos). La mastitis en rumiantes puede ser provocada por Listeria
monocytogenes (Wilesmith & Gitter, 1986) (OIE, 2014).

En rumiantes, la ruta de transmisién alimentaria de la infeccion por L. monocytogenes se
establecid6 mucho antes que en humanos. Muchos estudios han indicado que el ensilado de
baja calidad esta comunmente contaminado con la bacteria y es fuente de brotes de
listeriosis; la excrecion fecal de Listeria monocytogenes en el ganado se asocia con la
contaminacion del ensilaje. Las investigaciones de un vinculo epidemioldgico entre la

alimentacion con silo y la listeriosis en los rumiantes, sin embargo, ha dado resultados
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inconsistentes. Mientras que algunos estudios han aislado cepas coincidentes en cerebros de
animales afectados y muestras de ensilaje, otros han arrojado cepas no relacionadas. En
2009, Mohammed et al., detectaron una mayor prevalencia de la bacteria en las muestras
recolectadas del entorno ganadero inmediato (pesebres, agua y camas) y en las heces de
ganado que en el ensilaje, desafiando la opinion de que el ensilaje es la Unica fuente de
infeccion. Segun un estudio neuropatologico en Europa, estimaciones recientes de
prevalencia de encefalitis listérica en bovinos, ovinos y caprinos, abarcan entre el 7,5% y el
29,4% (Oevermann, et al., 2010).

En contraste con los humanos, la presentacion tipica en el sistema nervioso central (SNC)
en los rumiantes es la rombencefalitis, mientras que la meningitis 0 meningoencefalitis
difusa es comun en humanos. El periodo de incubacién para la encefalitis es mas largo en
comparacion con las otras afecciones (septicemia, aborto) y varia entre 1 y 7 semanas. Los
signos clinicos de la encefalitis listérica varia dependiendo en la topografia de las lesiones
del SNC, generalmente afectan unilateral o bilateralmente al tallo encefélico, hay déficits
de nervios craneales (NC). Las manifestaciones incluyen problemas masticatorios, falla del
cierre de la mandibula, hipoalgesia de la cabeza (afectacién de CN V), caida de las orejas,
parpados superiores y labios (afectacion de NC VII), déficits del reflejo palpebral y de
amenaza (NCs V y VII), problemas de deglucién (NCs IX y X), paralisis de la lengua (NC
XI1), andar en circulos, inclinacién de la cabeza (sistema vestibular), nistagmos (NC VIII) y
sialorrea. Otros signos mas inespecificos incluyen fiebre, embotamiento y anorexia. En la
etapa terminal, los animales permanecen recostados y pueden mostrar convulsiones. Se han
descrito casos raros con paralisis de las extremidades debido a la afeccidén de la médula
espinal (mielitis) sin implicacién del cerebro. El curso de la infeccion en pequefios
rumiantes (ovinos y caprinos) es generalmente agudo y los animales mueren dentro de 1-3

dias despues de la aparicion de los signos clinicos (Oevermann, et al., 2010).
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Desarrollo y Patogenia

La Listeriosis se define clinicamente cuando el microorganismo es aislado de sangre,
liquido cefalorraquideo (LCR) u otros sitios del organismo que normalmente son estériles
(Low & Donachie, 1997).

Un numero significativo de animales pueden ser portadores asintomaticos de L.
monocytogenes, y de esta manera dispersar el organismo a través de materia fecal. Listeria
monocytogenes es predominantemente transmitida por via oral, la invasion generalmente
ocurre en el tracto intestinal, con la subsecuente propagacion hematdgena, conduciendo a
septicemia y posible infeccion transuterina. La patogénesis de la Listeriosis encefalica se
inicia por la entrada de la bacteria a través de las membranas mucosas (posiblemente debida
a lesiones previas) y su posterior migracion centripeta por los nervios craneales hacia el

encéfalo, particularmente hacia el tallo (Torrence & lIsaacson, 2003).

La entrada de L. monocytogenes y la colonizacion de los tejidos del hospedero se lleva a

cabo en cuatro etapas:

1. Cruce de la barrera intestinal: Existe controversia con respecto al punto de entrada y el

mecanismo de traslocacion intestinal usado por L. monocytogenes. Racz y colaboradores,
en 1972, infectaron cobayos intragastricamente con 10 UFC de L. monocytogenes, el
andlisis histologico reveld, que todos los animales desarrollaron enteritis. En etapas
iniciales, la bacteria pudo detectarse principalmente en las células epiteliales del area apical
de las vellosidades, mientras en fases tardias, la bacteria se detectd en el interior de los
macrofagos del estroma de las vellosidades, lo que sugirié que L. monocytogenes penetra el

hospedero invadiendo el epitelio intestinal.

En otros estudios usando ratones inoculados con 102 a 10° UFC, no se observé invasion del
epitelio de las vellosidades intestinales, en cambio se evidencid colonizacién de las placas

de Peyer, sugiriendo que L. monocytogenes usa las células M del epitelio como una entrada
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portal, al igual que se ha reportado para otros patdgenos bacterianos (Marco, et al., 1997;
Siebers & Finlay, 1996).

Un estudio murino de infeccion intestinal mostré que L. monocytogenes es traslocada a
drganos internos en pocos minutos, demostrando que el cruce de la barrera intestinal ocurre
en ausencia de replicacion intraepitelial. El sitio preferencial para la replicacion bacteriana

fueron las placas de Peyer (Pron, et al., 1998).

2. Multiplicacion en el higado: L. monocytogenes cruza la barrera intestinal via linfatica e

intestinal hacia los nodulos linfaticos mesentéricos, bazo e higado (Pron, et al., 1998).

Mas del 90% de bacterias se acumulan en el higado, en experimentos de deplecion del
sistema inmune “in Vvivo”, los macrofagos residentes destruyen la mayoria de bacterias
ingeridas, reduciendo el tamafio de la poblacion bacteriana durante las primeras 6 horas de
infeccion, aunque no todas las células bacterianas son destruidas por los macrofagos
tisulares, y su nimero se incrementa después de 2 a 5 dias en 6rganos de raton ( Ebe, et al.,
1999; De Chastellier & Berche, 1994).

El sitio principal de multiplicacion bacteriana en el higado es el hepatocito. Mackaness, en
1962, fue el primero en demostrar que L. monocytogenes era capaz de sobrevivir y
multiplicarse en los macrofagos. Existen dos vias posibles para el acceso de L.
monocytogenes al parénquima hepatico después de la traslocacién intestinal del
microorganismo Y el transporte portal o arterial: via células de Kupffer, por la diseminacién
célula-célula o por invasion directa de hepatocitos después de cruzar la barrera endotelial
que rodea los sinusoides hepaticos (Dramsi, et al., 1995).

El paso de hepatocito a hepatocito conduce a la formacién de un foco infeccioso en el que
L. monocytogenes se disemina a través del parénquima sin entrar en contacto con el sistema
inmune humoral. Los neutrdfilos juegan un papel importante en el control de la fase aguda
de la infeccion y en la destruccion “in vivo” de Listeria en hepatocitos infectados (Edelson,
etal., 1999; Conlan & North, 1991; Rogers & Unanue, 1993).
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3. Colonizacion de utero gravido vy feto: el aborto y la muerte del neonato debido a

Listeria spp., se ha reproducido experimentalmente por inoculacion intravenosa, oral y
respiratoria de Listeria en animales gestantes susceptibles, como ovinos, bovinos, conejos,
cobayos, ratones y ratas, de esta manera se demostré que L. monocytogenes accede al feto

por penetracion hematogena de la barrera placentaria (Abram & Dori¢, 1997).

4. Invasidn encefalica: la infeccion del sistema nervioso central se presenta en forma de

meningitis, asociada frecuentemente con la presencia de focos infecciosos en el parénquima

cerebral, especialmente en el tallo cerebral (Lorber, 1996).

Aunque se presenta infiltracion mononuclear y linfocitica de las meninges, ocurre como
una extension del proceso cerebral, y las lesiones macroscopicas pueden restringirse a las
areas basales, cerebro blando y cerebelo. En humanos, al igual que en rumiantes se
desarrolla encefalitis. Se ha demostrado en rumiantes que el tropismo de L. monocytogenes
en la infeccion del sistema nervioso central se restringe a la médula oblonga y cordon
espinal (Lorber, 1996; Vazquez-Boland, et al., 2001).

L. monocytogenes invade el cerebro por migracion centripeta a lo largo de los nervios
craneales. La paralisis unilateral del nervio craneal es caracteristica de romboencefalitis en
rumiantes, conduciendo al desarrollo de la enfermedad que se caracteriza por torticolis
involuntaria y andar en circulos como resultado de las lesiones del tallo cerebral (Wesley,
1999).

Las lesiones histopatoldgicas cerebrales en la meningoencefalitis listeriana son tipicas y
muy similares en humanos y animales, y consisten en nddulos perivasculares de infiltrados
inflamatorios, compuestos de células mononucleares, neutréfilos dispersos y linfocitos;
microabscesos parenquimales y focos de necrosis. Las bacterias estdn generalmente
ausentes en las areas perivasculares de inflamacion y son abundantes en el parénquima

cerebral alrededor de las areas necroticas ( Jungi, et al., 1997).
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En los macrofagos, la mayoria de las bacterias son destruidas en fagosomas despues de la
internalizacion y so6lo algunas rompen la membrana fagosomal y escapan al citoplasma
donde polimerizan actina y se extienden hacia otras células; aunque el macrofago es la
principal célula implicada en la multiplicacion in vivo de L. monocytogenes, una serie de
otros tipos de células tales como fibroblastos y células epiteliales han sido infectadas con
éxito in vitro (Cossart, et al., 1989) (Galliot, et al., 2000).

La patogenicidad de L. monocytogenes se debe a la capacidad para adherirse, invadir y
multiplicarse dentro de una gran variedad de células no fagociticas (enterocitos,
hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales y células dendriticas) (Torrence & Isaacson,
2003).

L. monocytogenes se desplaza a traves de sus flagelos en ambientes extracelulares; estudios
muestran que la expresion genética de la movilidad basada en flagelos es regulada por la
temperatura. L. monocytogenes son altamente flageladas y mdviles a bajas temperaturas,
(<30°C), y son tipicamente no moviles a temperaturas de >37°C. Las flagelinas bacterianas
sirven como moléculas de reconocimiento para la activacion de respuestas inmunes innatas
a la infeccién, la transcripcion de flaA (codifica flagelina), se detiene a temperatura
fisioldgica (37 ° C); se ha propuesto que la durante la infeccidn in vivo puede servir como
un mecanismo adaptativo para evitar el reconocimiento y movilizacién de la respuesta

inmune innata del huésped (Grindling, et al., 2004).

La biologia celular de la infeccién por L. monocytogenes puede dividirse en cuatro etapas:
entrada de la bacteria en el huésped o internalizacion (gen inU), lisis de la vacuola
fagosomal mediada por Hly (citolisina formadora de poros); multiplicacion en el citosol,
y, nucleacion de filamentos de actina mediado por actA (segundo gen de lecitinasa); y
dispersion célula-celula mediado por plcB (secrecion de fosfolipasa C que hidroliza
fosfatidilcolina (lecitina), implicado en la lisis de la vacuola de doble membrana que se

forma durante la propagacion célula-célula) (Portnoy, et al., 1992).
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Cada paso requiere expresion de factores de virulencia especificos. Los principales genes
de virulencia se encuentran en un grupo de genes codificante de un fosfatidilinositol
especifico fosfolipasa C (PIcA), una hemolisina llamada Listeriolisina O (LLO), una
metaloproteasa (Mpl), una actinreculacion (ActA), una lecitinasa (PIcB), y una proteina
activadora transcripcional pleiotropica PrfA que regula y coordina la expresion de genes de
virulencia. En diferentes locus se codifican dos proteinas implicadas en la invasion, InlA e
InIB (Dramsi, et al., 2004).

Al igual que otros patdgenos intracelulares, L. monocytogenes es expuesta a las condiciones
hostiles inducidas por el sistema respuesta, incluyendo inanicion, pH bajo, tension
enzimatica y temperatura elevada. Las bacterias se adaptan rapidamente a cambios
ambientales repentinos sintetizando proteinas que actian como chaperones y proteasas. Los
chaperones ayudan al plegado, y ensamblaje de proteinas (replegado), mientras que las
proteasas procesan aquellas que no pueden ser replegadas (Galliot, et al., 2000).

La adherencia de L. monocytogenes a la superficie de la célula huésped, es un evento critico
durante la infeccién; implica una serie de proteinas de superficie, incluyendo ActA
(proteina requerida para la motilidad basada en actina, puede promover la union a través de
los proteoglicanos de la célula huésped), Ami (autolisina presente en la superficie con
actividad amidasa), P104 e internalina InlA (promueve la adherencia y entrada en las lineas

celulares que expresan su receptor proteina de adhesion E-cadherina) (Dramsi, et al., 2004).

Posterior a la fagocitosis de la bacteria ocurre la disolucién de la membrana fagosomal,
presumiblemente mediada por Listeriolisina O (LLO), la cual es un factor hemolitico
perteneciente a una familia de citolisinas producidas por varias especies gram-positivas,
incluyendo Streptococcus, Bacillus y Clostridium. Estas citolisinas comparten una serie de
propiedades: peso molecular similar, reactividad inmunolégica cruzada, inactivacion por
colesterol. Entre estas citolisinas, la listeriolisina O es la Unica producida por una bacteria
intracelular activa en pH &cido; ha sido reconocida como un factor importante de virulencia

de Listeria monocytogenes, pues la inactivacion de listeriolisina en cepas patdgenas
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conduce a la pérdida de actividad hemolitica, avirulencia en el animal modelo, y falta de
crecimiento en células de cultivo de tejidos (Cossart, et al., 1989) (Leimeister-Wachter, et
al., 1990).

Una vez que L. monocytogenes se encuentra libre en el citosol, se extiende de célula a
célula interactuando con microfilamentos de las células hospedadoras y moviéndose hacia
la membrana periférica, donde induce la formacion de proyecciones citoplasmaticas tipo
filopodia que son ingeridas por células adyacentes (Mounier, et al., 1990) (Dabiri, et al.,
1990).

Dentro de la primera hora post infeccion, alrededor del 40% de las bacterias se encuentran
rodeadas por filamentos de F-actina citoplasmica de la célula huésped; a los 90 minutos, el
numero aumenta a 80%, y a los 240 min todas las bacterias se encuentran rodeadas con F-
actina. A las 3 horas, comienzan a formarse proyecciones largas que se extienden desde
solo un extremo de la bacteria "cola de cometa", en la que aparecen los filamentos de F-

actina aleatoriamente orientados, pudiendo ser tan largos como 30um (Dabiri, et al., 1990).

La bacteria se dirige a la superficie de la célula con su cola orientada hacia el centro de la
misma y se incorpora en una extension celular; esta extension contacta macr6fagos vecinos
que fagocitan la extensién del primer macréfago; asi, dentro del citoplasma del segundo
macrofago L. monocytogenes aparece rodeada por una membrana de actina que a su vez es
rodeada por la membrana fagosomal del nuevo anfitriéon. Ambas membranas se solubilizan
y el ciclo se repite. Una vez dentro de la célula huésped, L. monocytogenes y su progenie
pueden propagarse de una célula a otra y evitar el sistema inmune humoral del organismo
(Tilney & Portnoy, 1989) (Mounier, et al., 1990).

Los factores de patogenicidad secundarios de Listeria monocytogenes son los siguientes:

PleA (anteriormente también llamado ORFU y pic) Adyacente a hly es un gen que
codifica una fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol (Pl - PLC) (Portnoy, et al., 1992).
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Plc Los mutantes de insercion de L. monocytogenes estan claramente reducidos en
virulencia, pero el efecto polar de estas mutaciones sobre el gen regulador de prfA hace una

asignacion definitiva de un papel para PI-PLC (Portnoy, et al., 1992).

Operon de lecitinasa. Detras de hly se encuentra un operon que codifica la lecitinasa de L.
monocytogenes. Este operén comprende los genes mpl, actA, y plcB y tres marcos de
lectura abiertos de funcién desconocida, ORFX, -Y, Y -Z (Portnoy, et al., 1992).

Mpl (anteriormente también llamado ORFD vy prt4). Codifica una proteina que contiene
una homologia significativa de aminoacidos con una familia de metaloproteasas (Portnoy,
etal., 1992).

inlAB operon. En L. inocua confiere a esta especie no invasiva la capacidad de invadir
células epiteliales. La secuencia de inLA predice una proteina interna de 80 kDa (Portnoy,
etal., 1992).

lap. Mutantes espontaneos de L. monocytogenes muestran una expresion reducida de p60 y
forman cadenas largas que poseen septos dobles entre las células individuales (Portnoy, et
al., 1992).

PrfA. Codifica una proteina que activa la transcripcion del gen de la listeriolisina O (LisA),
es ademas un activador de al menos cuatro genes determinantes de virulencia en L.
Monocytogenes. EIl producto génico codificado por prfA activa directamente la
transcripcion de hly. Se demostr6 que un mutante no hemolitico espontaneo de L.
monocytogenes tenia una delecion en una regién de plcA; expresando niveles apenas
detectables de hly mRNA, lo que sugiere que prfA fue un factor regulador positivo para hly
(Portnoy, et al., 1992).

gen FbpA: Necesario para la colonizacién intestinal y hepatica eficiente en ratones

inoculados por via oral e intravenosa (Dramsi, et al., 2004).

La fibronectina es una glicoproteina dimérica (440 kDa) que estd presente en forma
soluble en plasma y fluidos extracelulares, y en una forma fibrilar de mayor peso molecular
sobre las superficies celulares. Aunque la fibronectina tiene papeles criticos en celulas
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eucariotas, como adhesion, migracion y diferenciacion, es también un sustrato comun para

la union de bacterias (Dramsi, et al., 2004).

FbpA es una proteina de union a fibronectina presente en la superficie de Listeria que
puede mediar la adherencia a las células; también modula los niveles de proteina de dos
factores de virulencia, LLO y InIB. Estos resultados apuntan a las multiples contribuciones

de FbpA a la virulencia de L. monocytogenes (Dramsi, et al., 2004).

ClpP es una proteina perteneciente a una familia de proteasas, necesaria para una variedad
de funciones, incluyendo crecimiento a alta temperatura, motilidad, sintesis de enzimas
degradativas, competencia y esporulacion. Los homdlogos de las ATPasas de Clp y ClpP se
han identificado en una amplia gama de procariotas, ademas de mitocondrias y cloroplastos
de células eucariotas. La ausencia de ClpP ha demostrado reducir fuertemente la actividad
hemolitica de LLO, especialmente bajo condiciones de estrés; también la expresion de
ActA podria verse afectada, debido a que la polimerizacion de actina parece reducida pues

muestra muy pocos cometas de actina (Galliot, et al., 2000).

Diagnostico

El diagnostico clinico de Listeriosis es dificil, debido a la variedad de enfermedades que
causan signos clinicos similares, por lo cual, puede Unicamente efectuarse por el
aislamiento del agente causal si la muestra se obtiene de lugares usualmente estériles, como
sangre, liquido cefalorraquideo, liquido amni6tico o material de biopsia (en fetos
septicémicos a partir de cualquier 6rgano). En animales con encefalitis (ovinos, bovinos,
caprinos), se debe recurrir al empleo de la médula oblonga. El diagnostico definitivo se
puede determinar por cultivo bacteriano, histopatologia y en ocasiones serologia; sin
embargo, en muchos casos no se logra en un animal vivo, sino que requiere examenes post-
mortem, patoldgicos e histopatolégicos, y cultivo microbiano (Torrence & lIsaacson, 2003;
McClain & Lee, 1987).
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Los hallazgos post mortem e histopatologicos dependen de la presentacion clinica. En la
forma encefélica son raras las lesiones patoldgicas globales del cerebro, el fluido
cerebroespinal puede estar turbio y los vasos meningeos congestionados; en ocasiones, la
médula muestra areas de reblandecimiento. Sin embargo, la enfermedad muestra una
histopatologia caracteristica que consiste en focos de células inflamatorias con manguito
perivascular adyacente, predominando linfocitos e histiocitos, células plasmaticas y
ocasionalmente neutrofilos. Los microabscesos en el tronco cerebral son frecuentemente
unilaterales y pueden mostrar licuefaccion del neurdpilo. En la forma septicémica, pueden
detectarse focos multiples de necrosis en el higado y, con menor frecuencia, en el bazo. Los

fetos abortados de los rumiantes muestran muy pocas lesiones globales (OIE, 2014).

El diagnostico, puede llevarse a cabo a través de métodos basados en deteccion de
anticuerpos, los anticuerpos juegan roles esenciales en la defensa del hospedero contra
patdgenos intracelulares como L. monocytogenes. Estos incluyen la prevenciéon de la
entrada a las células del hospedero a través de la union a moléculas de superficie clave y
neutralizacion de toxinas y opsonizacion, destacando la activacion de complemento. La
selectividad molecular que muestran los anticuerpos en estos roles naturales también

forman las bases para su uso como agentes diagnosticos (Ryser & Marth, 2007).

Como métodos adicionales para la identificacion del patdgeno en alimentos se encuentran
la citometria de flujo, biosensores, sistemas microanaliticos basados en chips, métodos

espectroscopicos, entre otros (Ryser & Marth, 2007).

Aislamiento de Listeria monocytogenes

La identificacion tradicional involucra métodos de cultivo basados en el enriquecimiento
selectivo seguida de la caracterizacion basada en la morfologia de las colonias,

fermentacidn de azlcares y propiedades hemoliticas. Estos métodos son el estandar de oro;
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pero son tardados y pueden no ser adecuados para las pruebas de los alimentos con la vida

atil corta (Gasanov, et al., 2005).

Métodos tradicionales de aislamiento e identificacion de Listeria

monocytogenes

Los métodos tradicionales, o basados en cultivo, para la deteccion de Listeria se limitan por
sus demandas de tiempo y trabajo; generalmente se requiere pre enriquecimiento,
enriquecimiento selectivo, siembra en medio selectivo y diferenciacién bioquimica,
tomando alrededor de 5 a 7 dias (Ryser & Marth, 2007).

La identificacion presuntiva de L. monocytogenes se puede basar en las siguientes

observaciones y resultado de pruebas (Engelkirk & Duben-Engelkirk, 2008):

= Bacilos Gram positivos, cortos, con presentacion en cadenas o solos.

= Observacion de movilidad acrobatica en una base himeda, y/o crecimiento con
conformacidn de paraguas en un medio liquido o semisélido.

= Catalasa positivo.

= Positivo a hidrolisis de esculina.

= Crecimiento a 4°C.

= Zona estrecha de hemolisis en agar sangre de cordero al 5%.

Las muestras contaminadas, como los alimentos, se cultivan en un medio de
enriquecimiento y luego en uno selectivo; la norma oficial mexicana NOM-143-SSA1l-
1995. Método de prueba microbioldgico para alimentos. Determinacion de Listeria
monocytogenes; recomienda el uso de los siguientes medios de cultivo (McClain & Lee,
1987; Secretaria de Salud, et al., 1995):
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= Agar sangre (desfibrinada de cordero al 5%): Listeria monocytogenes forma colonias

lisas y pequefias de 1 a 2 mm de diametro despues de 48 horas de incubacion; ademas

de una zona de hemolisis estrecha y suave.

= Agar Oxford: medio selectivo y enriquecido; después de 24 horas de incubacion a 35°C,

las colonias de Listeria monocytogenes aparecen negras con un halo negro, resultado de

la hidrdlisis de esculina y la formacion de compuestos de ferro-fenolicos en el medio.

= Agar Polimixin-acriflavina-cloruro de litio-ceftazidina esculina-manitol (PALCAM):

las colonias de Listeria monocytogenes aparecen verde-grisaceas, con centros hundidos
y un halo de color negro (Engelkirk & Duben-Engelkirk, 2008).

La norma oficial mexicana NOM-143-SSA1-1995. Método de prueba microbioldgico para

alimentos. Determinacién de Listeria monocytogenes; recomienda el uso de las siguientes

pruebas bioquiimicas:

Movilidad en fresco: en gota suspendida o entre porta y cubreobjetos, se utiliza una
solucién salina al 0.85%. La suspensién debe ser densa y emulsificarse
completamente; se observa con objetivo de inmersion en un
microscopio de contraste de fase 0 microscopio de campo o0scuro.
Las células de Listeria spp. son bacilos cortos con movilidad rotatoria “como si
brincaran”.

Catalasa: la formacion inmediata de burbujas indica que la prueba es positiva; las
especies de Listeria son catalasa positiva.

Tincion de Gram: Todas las especies de Listeria son bacilos cortos
Gram positivos; sin embargo en cultivos viejos pueden presentarse como formas
cocoides. En extensiones delgadas se observan de color palido y pueden confundirse
con Bacteroides spp.

Hemolisis: al observar la reaccion hemolitica en las placas, L. monocytogenes y L.

seeligeri producen una zona ligeramente clara alrededor de la colonia. Confirmar las
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reacciones dudosas con la prueba de CAMP (Cristine Atkins Munch Peterson)
(Dongyou, 2008).
= Reduccion de nitratos: inocular los tubos conteniendo caldo nitrato, incubar a 35°C
por 5 dias. Para la lectura se debe agregar 0,2 mL del reactivo A y 0,2 mL del
reactivo B, un color rojo indica una prueba positiva (presencia de nitritos). Si esta
coloracion no se observa, adicionar zinc en polvo para comprobacion de la prueba.
= Movilidad en agar: inocular el medio Movilidad Indol Sulfuro (SIM) o el medio
Thayer-Martin Modificado (MTM), incubar por 7 dias a temperatura ambiente (20-
25°C), observar diariamente. cuando L. monocytogenes crece en tubos con agar
semisolido, exhibe un crecimiento caracteristico de paraguas cerca de la superficie
del medio (Dongyou, 2008).
= Utilizacion de carbohidratos (dextrosa, ramnosa, xilosa y manitol): inocular tubos
de rojo de fenol para fermentacion de carbohidratos al 0,5%: dextrosa, ramnosa,
manitol y xilosa. Incubar 7 dias a 35°C. Una coloracion amarilla indica una prueba
positiva. Todas las especies de listeria dan positivas las pruebas para dextrosa.
= Prueba de Cristie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP): se emplean las siguientes cepas
de coleccion de Staphylococcus aureus (ATCC 49444, NTCC 7428) y Rhodococcus
equi (ATCC 6339, NTCC 1621). En una placa de agar sangre de carnero sembrar
una estria de la cepa de S. aureus y, paralelamente una de R. equi, separadas
aproximadamente 5mm, entre éstas estriar perpendicularmente las cepas
sospechosas de Listeria. Después de 24 y 48 h de incubacion a 35°C observar el
sinergismo entre las hemolisinas de S. aureus, R. equi y Listeria que se manifiesta
como una zona hemolitica mas intensa.
e La hemolisis de L. monocytogenes y L. seeligeri se incrementa cerca de la
estria de S. aureus, y la hemolisis de L. ivanovii se aumenta cerca de la estria

de R. equi; las especies restantes no son hemoliticas en esta prueba.
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Métodos rapidos para la deteccidon de Listeria

Tomando como referencia el tiempo requerido por los métodos de cultivo, se han
desarrollado pruebas mas rapidas basada en anticuerpos (ELISA) o técnicas moleculares
(PCR o de hibridacion de ADN). Estas pruebas poseen la misma sensibilidad, son rapidos,

pues arrojan resultados hasta en 48h (Gasanov, et al., 2005).

Un método ideal incluye reduccién de costos, trabajo, y almacenamiento. La habilidad de
detectar rapidamente listeria en alimentos y el ambiente de procesamiento de alimentos
puede permitir mas tiempo libre en el monitoreo de puntos criticos de control,
contribuyendo a controlar L. monocytogenes en estos ambientes y, finalmente la incidencia
de la enfermedad (Ryser & Marth, 2007).

Kits y sistemas de pruebas comerciales

Los beneficios de los kits y sistemas de pruebas comerciales incluyen disponibilidad,
estandarizacion, validacion independiente, simplicidad, efectividad de costo, apoyo técnico
(Ryser & Marth, 2007).

InSite Listeria®

InSite Listeria® es una prueba rapida de la marca Hygiena para la deteccidn de especies de
Listeria en entornos del procesamiento de alimentos, contiene un medio liquido formulado
con potenciadores de crecimiento, antibidticos y compuestos cromogénicos especificos para
el crecimiento de especies de Listeria. Estos compuestos incluyen cloruro de sodio, cloruro
de litio, citrato amonico férrico, cicloheximida para fuente microbiana, esculina, y mezcla

de antibidticos no especificada.

Su sensibilidad es de 1-10 UFC/mL de Listeria spp, aun con la presencia de altas

cantidades de organismos competitivos.
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Si el color del medio cambia de amarillo-Ambar a marrén-negro en un plazo de 24-48 horas

de incubacién a 37°C %1, la muestra se considera presunto positivo.

Algunos Enterococcus spp. son capaces de dar resultados falsos positivos; dado que todas
la especies de Listeria spp. son catalasa positivas y las de Enterococcus spp. catalasa

negativas, la prueba de catalasa simple puede distinguir Listeria spp. de Enterococcus spp.

Estatus epidemiolégico

La importancia de ésta enfermedad se debe a su impacto clinico, alta mortalidad, y el efecto
econdmico por brotes asociados al consumo de alimentos. En 2007 se reportaron 1558
casos de Listeriosis en 27 paises de Europa; el indice de mortalidad general fue 20%,
elevandose en ancianos a 67%. En 2010, se reportaron en Estados Unidos 1662 casos de
Listeriosis con mortalidad del 16%, representando la tercera causa de muerte por ETA
(Lahuerta, et al., 2011; Cartwright, et al., 2013; Castafieda-Ruelas, et al., 2014).

En México la Direccién General de Epidemiologia (DGE) no cuenta con informacion que
permita evaluar el impacto de la Listeriosis en la poblacion, en 2009 se reportaron 227,597
abortos sin especificacion etiologica. En 2013, se registraron 40,147 casos de
intoxicaciones alimentarias bacterianas y 966 casos de meningitis; sin diagnostico

etioldgico, pudiendo relacionarse con Listeriosis (Fernandez Cantén, et al., 2012).

En el area veterinaria, L. monocytogenes continGa siendo un patogeno comun, pues la
listeriosis se ha descrito en mas de 40 especies animales, causa infecciones en el Sistema
Nervioso Central (SNC) en bovinos, ovinos, caprinos, equinos, aves y caninos, al igual que
abortos en bovinos, ovinos y caprinos. La mayoria de los casos clinicos ocurren en
rumiantes, siendo subclinicas la mayoria de las infecciones, pero se puede presentar la
enfermedad invasiva de forma esporadica o como un brote. Los rumiantes pueden jugar un

papel como fuente de infeccidn para los seres humanos, principalmente por el consumo de
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productos provenientes animales contaminados (Roberts & Wiedmann, 2003; Songer &
Post, 2004).

Durante el periodo 2005-2007, se realizd un estudio clinico patolégico de Listeriosis en
ovinos que se remitieron al Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
(CIESA), ubicado en el estado de México. En este estudio se obtuvo una prevalencia del
2.1% (Plata Nieto & Mafon Barbabosa, 2011).

Ovinocultura en México

La ovinocultura mexicana esta orientada hacia la produccion de carne, pues la produccién
de lana unicamente se emplea en algunos estados con fines artesanales; sin embargo, la
ovinocultura nacional satisface la demanda de carne; el censo ovino nacional se ha
mantenido estatico las ultimas tres décadas; segun cifras aportadas por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, el inventario actual se
acerca a las siete millones de cabezas (SAGARPA, 2003).

La produccion nacional aporta el 38% del consumo total, por lo tanto, esta actividad
depende en gran medida de la importacion de carne ovina congelada de Australia en 55%,
Nueva Zelanda en 34%, EUA en 9% y Chile en 2%; y ovinos en pie para abasto de EUA en
92%, Australia en 6%, Canada en 2% (Cuéllar, 2003).

La distribucion geografica del ganado ovino abarca a la mayoria de los estados, siendo los
de mayores inventarios en 2002, el estado de México (998,000), Hidalgo (762,000), San
Luis Potosi (667,000), Oaxaca (515,000), y Puebla (400,000) con menor produccion se
encuentran Veracruz (352,000) y Chiapas (225,000) (Arteaga, 2003).

Existe una marcada dispersion de la poblacion ovina en el territorio nacional, sin embargo,
los centros de consumo se restringen a grandes ciudades como la Ciudad de México y su

zona conurbana, por lo cual, el ganado debe ser trasladado desde varios estados para llegar
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a su destino de sacrificio o consumo. Para abastecer de ganado a los engordadores del
centro se acude al norte del pais (San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, etc.) (Sagarnaga, et
al., 2000).

La comercializacion del ganado ovino se da en muchos casos a través de la compra de
animales por pieza; para la elaboracion de la barbacoa, se emplean canales de diversa
calidad (corderos, sementales viejos, ovejas delgadas y viejas, etc.); sin embargo, al
emplear canales de corderos se mejoran las ganancias debido al incremento del rendimiento

en canal y homogeneidad en la barbacoa elaborada (Cuéllar, 2003).

El consumo per capita de carne ovina para 1983 era de 305g por habitante,
incrementandose para 1993 a 8379 posiblemente como consecuencia de una mayor oferta
de barbacoa debido al incremento en la importacién de canales y animales en pie, ademas
de una mejor productividad del rebafio nacional. Actualmente el consumo rebasa los 1,000g
por habitante al afio (Sagarnaga, et al., 2000).

El consumo de la carne ovina en México es en 95% a través de barbacoa, considerado
como un platillo de lujo resultado de la coccion de la canal ovina cubierta en pencas de
maguey en horno subterrdneo o en bote de metal. La barbacoa se consume durante los fines
de semana en el centro de México (Distrito Federal, Estado de México, Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala), siendo también uno de los componentes del mend ofrecido en eventos sociales.
Existen opciones emergentes para el consumo de carne ovina, como mixiotes, cordero al
pastor 0 a la griega, birria de borrego, cordero lechal, borrego al atadd y cortes en
restoranes. En el norte del pais es comun la utilizacion de corderos para venderlos como
cabrito (Cuéllar, 2003).

Barbacoa ovina

El comercio local de la barbacoa comenz6 en la década de 1940; los principales actores

fueron los arrieros, quienes compraban borregos en poblados y haciendas del pie de monte
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del Alto Lerma, destinandolos a la produccion de barbacoa; la ruta principal de comercio
era el camino hacia el Distrito Federal, Calimaya y el sur de Toluca. En 1942 se registro el
sacrificio mensual de 112 cabezas de ganado ovino; las areas de crianza y alimentacion
eran las ciénagas; la matanza era al aire libre, en casas particulares y bajo tejados. En 1947

ya se reconocia al municipio como productor de barbacoa (Pillado, et al., 2017).

El comercio de barbacoa se intensificd durante la década de 1950, siendo el principal punto
de venta el mercado de Santiago Tianguistenco, lugar donde confluian todos los
comerciantes de la region y que era el enlace con el comercio proveniente del sur —rumbo a
Acapulco-, del occidente hacia Michoacan, del norte desde el Bajio y de la ciudad de
México. En 1960 ya existian mercados consolidados en el Distrito Federal y Morelos
(Pillado, et al., 2017).

Para 1970 Capulhuac fue considerado uno de los principales procesadores de carne de
cordero con un sacrificio de mas de 400,000 cabezas anuales de ganado ovino y caprino, la
mayoria sacrificadas en traspatio ya que solo existia un rastro municipal; los ingresos
econdmicos de los barbacoyeros despuntaron el desarrollo econémico de la region. A
finales de los 1980 el ochenta por ciento de la poblacién se dedicaba al comercio de la
barbacoa (Marcial Jiménez & Pérez Vargas, 2006).

En 1990 se incremento el precio del ganado, provocando problemas de financiamiento y
carestia del comercio de ganado nacional; facilitando la entrada al mercado mexicano de
carne importada la cual llegd a cubrir el 43% del consumo nacional de ganado ovino. La
rapida aceptacion de la carne importada se debio a su bajo costo y, en gran medida, a su
mayor aceptacion en la industria restaurantera por caracteristicas como corte homogeéneo,
disponibilidad de grandes volumenes, empaque y presentacion, certificacion del proceso de

matanza y a su disponibilidad para el almacenamiento (Gomez, 2010).

Todo lo anterior ocasiono el declive de la economia de los ganaderos nacionales, y una de
las acciones tomadas para revertir esta tendencia en la region fue la creacion del Centro de

Introduccién y Produccion de Ganado de Capulhuac, Estado de México, S.P.R de R.L. de
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C.V., al cual estan adscritos 31 socios, 350 productores proveedores en 7 estados y 700
clientes barbacoyeros, quienes movilizan anualmente alrededor de 322,400 cabezas de
ovinos y caprinos provenientes de Zacatecas, Jalisco, San Luis Potosi, Chihuahua,
Michoacéan, Durango y Aguascalientes (Juérez, 2011).
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JUSTIFICACION

No hay estudios previos sobre aislamiento de Listeria monocytogenes en México a partir de
carne ovina cruda o procesada; de igual manera, en el estado de México no se han realizado

estudios que muestren la prevalencia de aislamiento en ningun producto cérnico ovino.

No hay literatura en el pais, que compruebe la presencia de L. monocytogenes en
superficies de contacto en mataderos, rastros, plantas de procesamiento de carne ovina, ni
lugares de expendio de carnicos ovinos, por lo cual este estudio pretende dar un punto de

partida para la comprobacion de fuentes de contaminacion de carne ovina.

El presente estudio responde a la necesidad de conocer la prevalencia de Listeria
monocytogenes en médula oblonga ovina fresca y barbacoa en el Estado de México, para la
posterior propuesta y aplicacion de acciones para la prevencion primaria de esta

enfermedad, en caso de aislar al patdgeno.

Debido a la alta variabilidad en la prevalencia de aislamiento de Listeria monocytogenes
que reporta la literatura internacional en carnicos procesados; tomando como promedio
nacional 17.41% en cérnicos procesados, y considerando que la barbacoa ovina se
encuentra inocua hasta el momento en que se extrae de la olla y es manejada por el
despachador de tacos, se espera una identificacion del agente correspondiente al 40% del

promedio nacional; a saber 7%.

Los unicos datos sobre prevalencia de listeriosis en ovinos del Estado de México arrojan el
2.1%, debido a que se desconoce el origen y estado de salud de los ovinos muestreados se

espera una identificacion del agente en un 7% del total de muestras analizadas.
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HIPOTESIS

La identificacién de aislamientos de Listeria monocytogenes en médula oblonga ovina
fresca y barbacoa se estima en un 7%.
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OBJETIVOS

Objetivo General

= Identificar la presencia de Listeria monocytogenes, en médula oblonga y barbacoa

ovina, con el uso de la prueba rapida InSite Listeria ®, cultivo bacteriano y pruebas

bioguimicas bésicas.

Objetivos Especificos

= Identificar la presencia de Listeria monocytogenes en médula oblonga y barbacoa

ovina.
= Analizar los factores de riesgo de la contaminacién de L. monocytogenes en

barbacoa ovina y medula oblonga.
= Analizar la sensibilidad y especificidad de la prueba rapida InSite Listeria ® para

Listeria spp y Listeria monocytogenes.
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Cristaleria

Reactivos

Equipo de proteccion personal

MATERIAL

9)
h)
i)
)
K)
1)

Matraces Erlenmeyer de 500 mL
Tubos de ensaye con rosca 5 mL

Portaobjetos 15 x 100mm

Hisopos InSite Listeria®
Agar base sangre BIOXON®
Agar Oxford BIOXON®
Agar PALCAM BIOXON®
Medio SIM BIOXON®
Cepa de referencia Listeria
monocytogenes ATCC 19115
Perdxido de hidrogeno 3%
Caldo rojo de fenol SIGMA®
Dextrosa SIGMA®

Manitol BD DIFCO®
Ramnosa MERCK®

Xilosa DIFCO®

m) Glicerol

a) Guantes de nitrilo y latex
b) Cubrebocas

c)

Bata
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Material de laboratorio

Material plastico

Material miscelaneo

Equipo

a)

Cucharillas de distintos tamafios
para extraccion de médula oblonga
Asa microbiologica

Estuche de diseccion

Gradilla

Equipo diverso

Cajas de Petri

Termo
Refrigerantes de gel
Bolsas de plastico

Bolsas de polipapel

Suero salino fisiolégico
Jeringas de 10mL
Céamara fotogréfica
Marcador permanente
Lampara

Autoclave
Estufa bacteriologica
Refrigerador

Ultracongelador
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METODO

Se usaron procedimientos estandar para obtencion y transporte de muestras a laboratorio,

recoleccion de datos de campo y de muestras.

Tamafio de muestra

Para determinar el tamafio de muestra se us6 el método de proporciones, con una

proporcién estimada del 7%.

Para determinar el tamafio de muestra se utilizd la siguiente ecuacion.

- @9
- =

n

En donde se considera un indice de Confiabilidad del 95%:

z=1.96
p =0.07
q=0.93
E=0.05

n = Tamafio de muestra esperado

(1.962)(0.07 * 0.93)
0.052

( 3.8416 )(0.0651)
N 0.0025
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~ 0.25008816
"= 70,0025
n=10003

El tamafio de muestra determinado de acuerdo al estadistico de prueba, nos proporcion6 un
resultado de 100 muestras a analizar; considerando 100 muestras para médula oblonga y

100 muestras para barbacoa.

Tipo de muestreo

El tipo de muestreo usado fue el de muestreo aleatorio simple, sin remplazo.

Procedimiento para la toma de muestra cabeza ovina con el uso

de cucharilla especial para extraer médula oblonga

Se tom0 la cabeza ovina decapitada con la mano izquierda sobre una superficie lisa.
Con la mano derecha se insertd la cucharilla de manera contundente a través de la
zona ventral del agujero magno.

Se retir6 la cucharilla.

Se retira la cucharilla arrastrando con ella 2cm de médula oblonga.

Se inserta la muestra en una bolsa zipp lock previamente rotulada.

La bolsa zipp lock con la muestra se guarda en el termo a 4°C para su transportacion
al laboratorio.

N
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Procedimiento para la toma de muestra a partir de médula

oblonga con hisopo, incubacion y lectura de InSite Listeria®

1.

ok wnN

@

10.
11.
12.
13.

14.

15.

Se esterilizo el &rea de trabajo con alcohol 70%, y posteriormente se encendié un
mechero Fisher que se estuvo encendido durante todo el procedimiento.

Se saco la muestra del termo de unicel y posteriormente de la bolsa zipp lock.

Se extendid la muestra sobre una gasa estéril.

Se hidrato el tejido con suero salino fisiologico.

Se retird con pinzas de diseccion las meninges que se encuentren adheridas al tejido
Nervioso.

Se realiz6 un corte con escalpelo a través de la linea media del tejido.

Se coloco el hisopo sobre la muestra, rotdndolo sobre la misma, tocando Unicamente
el tejido descubierto por el corte previamente realizado.

Se coloco el hisopo en el tubo de incubacion.

Se activo el dispositivo InSite Listeria®, rompiendo el dispensador de la parte
superior del mismo.

Se presiond de forma intermitente y suavemente el dispositivo durante 3 segundos.
Se incubo el dispositivo InSite Listeria®, durante 24 y 48 horas a 36°C.

Se esterilizan las pinzas de diseccion y el escalpelo en el mechero Fisher.

Se registro el resultado en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo 1);
siendo positivo (2) si el color del medio vira de un color amarillo paja, al color café
0 negro; siendo negativo (1) si el color del medio se mantiene de color amarillo
paja.

Se repitio el procedimiento a partir de los pasos 2 al 13 con cada muestra y con la
cepa de referencia Listeria monocytogenes ATCC® 19115 utilizada como control
positivo.

Eliminar los hisopos negativos a las 48 horas.

Procedimiento para latoma de muestra a partir de barbacoa

1.

En el punto de expendio de barbacoa a muestrear, fue elegido al azar, con
observacion detallada del procedimiento de despacho de producto y a los
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2.
3.

expendedores con el fin de llenar el formato “Analisis de puntos criticos de higiene
en abastecimientos de expendio de barbacoa” (Anexo 3).

Se pide un taco de maciza sin aditivos para llevar.

Se mantiene en refrigeracion, hasta el momento de su procesamiento en el
laboratorio.

Procedimiento para la toma de muestra a partir de barbacoa con

hisopo, incubacion y lectura de InSite Listeria®

1.

ok~ ownN

N o

Se esterilizo el area de trabajo con alcohol 70%, y posteriormente se enciende un
mechero Fisher que se estuvo encendido durante todo el procedimiento.

Se sacé la muestra del thermo de unicel.

Se coloca el hisopo sobre la muestra, rotdndolo sobre la misma.

Se coloco el hisopo dentro del tubo de incubacion.

Se activd el dispositivo InSite Listeria®, rompiendo el dispensador de la parte
superior del mismo

Se presiond de forma intermitente y suave el dispositivo durante 3 segundos.

Se incub6 durante 24 y 48 horas a 36°C.

Se registro el resultado en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo 1);
siendo positivo (2) si el color del medio vira de un color amarillo paja, al color café
0 negro; siendo negativo (1) si el color del medio se mantiene de color amarillo
paja.

Se repitieron los procedimientos a partir de los pasos 2 al 8 con cada muestra y con
la cepa de referencia Listeria monocytogenes ATCC® 19115 utilizada como control
positivo.

10. Eliminar los hisopos negativos a las 48 horas.

Procedimiento para la realizacion de la prueba catalasa en

hisopos presuntos positivos

1.

Se tomd una gota de la muestra presuntamente positiva del tubo del hisopo InSite
Listeria®.
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2.

3.

Se coloca en un portaobjetos sobre fondo blanco (hoja de papel) y se agrega una
gota de peroxido de hidrégeno al 3%.

Anotar el resultado en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo 1);
siendo después de 3 minutos positivo (2) al observar formacion de burbujas y
negativo (1) al no presentar cambio alguno.

Eliminar los hisopos que siendo positivos a las 48 horas por viraje del medio, tengan
un resultado a la prueba de catalasa negativo.

Procedimiento para siembra de presuntos positivos en agar
Oxford

1.

Se agregd una gota del tubo del hisopo InSite Listeria® sobre el medio de cultivo, y
se realiz6 con asa microbioldgica estria cerrada sobre el mismo, arrastrando la
muestra y ocupando la mitad de la caja de petri para cada muestra.

Se rotulo en el fondo de la caja Petri con el nUmero de muestra.

Se incubd a 36°C durante 24 y 48 horas.

Se registro el resultado en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo 1);
tomando como positivo (2) el crecimiento de las colonias que presenten halo negro,
y negativo (1) las siembras en las cuales no se presenta crecimiento de colonias
sospechosas. En el caso de las muestras que se desecharon previo a este paso, se
registran como no realizado (0).

Procedimiento para siembra de presuntos positivos en agar
PALCAM

1.

Se tomo la colonia presuntamente positiva a partir del medio Oxford con el asa
microbiologica.

Se realiz0 estria cerrada arrastrando la colonia y ocupando la octava parte de la caja
Petri para cada muestra.

Rotular en el fondo de la caja Petri con el nimero de muestra.

Se incubo a 36°C 24 y 48 horas.
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5.

Se tomé como presuntas positivas las colonias que presenten halo negro y negativas
las que mantengan el medio de color rojo o viren el medio a color amarillo; anotar
el resultado en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo 1), indicando
en la columna correspondiente al color del medio con el nimero 2; En el caso de las
muestras que se desecharon previo a este paso, se registran como no realizado (0).

Procedimiento para la realizacibn de pruebas bioquimicas de

fermentacién de carbohidratos (dextrosa, maltosa, ramnosa,

manitol y xilosa)

1.

2.
3.

4.

Se agregdé una asada de la colonia sospechosa al tubo de ensaye, previamente
rotulado, de caldo rojo de fenol, con el carbohidrato correspondiente a una
concentracion del 0.5%.

Se incubo por 7 dias a temperatura ambiente 20-25°C

Se anoto diariamente el resultado en la hoja de seguimiento de carbohidratos (anexo
2); tomando como positivo (2) el viraje del medio a color amarillo y negativo
ausencia de vire, color rojo o anaranjado (1).

Se registro el resultado final en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo
1), En el caso de las muestras que se desecharon previo a este paso, se registran
como no realizado (0).

Procedimiento para la realizacion de prueba de movilidad en

medio SIM

1. Seinoculd el medio SIM por picadura.

2. Seincubd por 7 dias a temperatura ambiente (20-25°C)

3. Se anot6 diariamente el resultado en la hoja de seguimiento de carbohidratos (anexo
2); tomando como positivo (2) el enturbiamiento caracteristico del medio en forma
de paraguas abierto, y negativo la ausencia de enturbiamiento caracteristico del
medio SIM (1).

4. Se registro el resultado final en la hoja de registro y seguimiento de muestras (anexo

1), En el caso de las muestras que se desecharon previo a este paso, se registran
como no realizado (0).
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Criterios de rechazo para muestras de médula oblonga ovina

En caso de que el material para toma y procesamiento de muestras sea insuficiente.
En caso que la muestra se observe contaminada macroscopicamente con cualquier
agente ajeno al tejido propio (ej. tierra, tejido de otro origen, pelo, gel refrigerante,
etc).

En caso que la muestra haya sido mal empacada en la bolsa plastica contenedora y
se encuentre fuera de la misma.

En caso que la muestra no sea identificada adecuadamente.

Criterios de aceptacion para expendios de barbacoa

1.
2.
3.

Expendios identificados por la venta de barbacoa ovina.
Expendios que se encuentren en Toluca y su area conurbada.
Expendios que se encuentren semanalmente en el mismo lugar.

Criterios de rechazo para muestras de barbacoa ovina

1.
2.

En caso de que el material para toma y procesamiento de muestras sea insuficiente.
En caso que la muestra se observe contaminada macroscopicamente con cualquier
agente ajeno (ej. tierra, tejido de otro origen, pelo, gel refrigerante, otros).

En caso que la muestra haya sido mal empacada en la bolsa plastica contenedora y
se encuentre fuera de la misma.

En caso que la muestra no sea identificada adecuadamente.

En caso de que le muestra posea algun componente afiadido (ej. Salsa, cilantro,
cebolla, otros).

Analisis estadistico

Para el analisis de riesgo en barbacoa se tomaron en cuenta los criterios encuestados a

través del Anexo 3 “Analisis de puntos criticos de higiene en abastecimientos de expendio

de barbacoa” y se analizaron con el programa Epi-Dat. Para el analisis de riesgo en medula
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oblonga se tomaron en cuenta el sexo, peso y edad de los ovinos muestreados y se
analizaron con el programa Epi-Dat (OPS & OMS, 2002)

Para determinar la Sensibilidad y Especificidad de Insite Listeria ®, se utilizara la siguiente
tabla de 2x2:
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Tabla 1 Tabla para evaluar pruebas diagnosticas simples.

Diagnostico bacteriolégico

Positivo Negativo
InSite Positivo a b a+b
Listeria®
Negativo c d c+d
atc b+d atb+c+d

La sensibilidad de una prueba es la probabilidad de un resultado positivo de la misma sea

realmente positivo, en otras palabras, predice la positividad de la misma; las pruebas con

sensibilidad elevada son utiles para realizar cribado. Se determinara con la siguiente

férmula (Sociedad Espafiola de Reumatologia, 2014):

Se=al/(a+c)

La especificidad de una prueba es la probabilidad de un resultado negativo de la misma sea

realmente negativo, en otras palabras, predice la negatividad de la misma; las pruebas con

elevada especificidad son apropiadas para confirmar o excluir el agente probado. Se

determinaré con la siguiente formula (Sociedad Espafiola de Reumatologia, 2014):

Es=d/(b+d)
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LIMITE DE ESPACIO

El muestreo de meédula oblonga ovina fresca se realizara en el rastro municipal de
Capulhuac, con la direccion: Ignacio Allende, Barrio San Miguelito, CP 52730 Capulhuac
de Mirafuentes, Estado de México, México (Latitud Norte: 19° 1111 y Longitud Oeste
99° 28" 08™).

El muestreo de barbacoa se llevara a cabo en diversos puntos de expendio de barbacoa en la

ciudad de Toluca, Estado de México, México.

Los anélisis de laboratorio se realizaran en el Centro de Investigacién y Estudios Avanzado
en Salud Animal (CIESA), con direccion: kildbmetro 15.5 Carretera Panamericana Toluca-
Atlacomulco, Estado de México, Meéxico. (Latitud Norte: 19° 23" 57" y Longitud Oeste
99° 42 477).
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LIMITE DE TIEMPO

Cronograma de actividades 2015-2018

Abril Mayo Junio Julio Febrero
2015-2018
2015 2015 2015 2015 2018
Registro del
X
protocolo
Muestreo X X X
Incubacién X X X
Siembra X X X
Pruebas
_ _ X X X
bioquimicas
Andlisis de datos X X
Revision
o ) X X X X X X
bibliografica
Conclusion de
) X
tesis
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RESULTADOS

El estudio realizado se llevd en dos etapas, en una etapa se realizd el muestreo de 100
expendios de barbacoa de la ciudad de Toluca, donde la muestra fue carne procesada ovina
(barbacoa), la muestra antes descrita, se procesé de acuerdo a la metodologia descrita,
obteniendo de 100 muestras viables de acuerdo a los criterios establecidos para la
aceptacion o rechazo de muestras; estas mismas fueron analizadas con el hisopo InSite
Listeria®; resultando a las 24 horas de incubacion un total de 66 muestras presuntivas, de
las cuales tres muestras fueron positivas a Listeria monocytogenes con medios de cultivo
selectivos y pruebas y bioguimicas, a partir de estos resultados se analizaron los factores de
riesgo y la sensibilidad y especificidad de las pruebas.

En otra etapa las muestras se obtuvieron del rastro municipal de Capulhuac, donde 87
muestras de médula oblonga obtenidas de la cabeza de ovinos fueron adecuadas para el
estudio de acuerdo a los criterios establecidos para la aceptacion o rechazo de muestras; el
diagnostico con el hisopo de InSite Listeria®, a las 24 horas de incubacion fue de 7
muestras presuntivas, de las cuales solo una muestra fue positiva a Listeria monocytogenes
con medios de cultivo selectivos y pruebas y bioquimicas. A partir de estos resultados se
analizaron los factores de riesgo, y la sensibilidad y especificidad de la prueba InSite
Listeria®.

El diagnéstico inicial de contaminacion por Listeria spp, se realiz6 con el hisopo InSite
Listeria®, donde de las muestras obtenidas en los muestreos respectivos, se evaluaron a las
24 horas de incubacion, dando los resultados presuntivos (Figura 1) a la prueba que serian

posteriormente sometidos a cultivos selectivos y pruebas bioquimicas.
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Figura 1. Resultados presuntivamente
positivos con prueba InSite Listeria®

A las muestras presuntivamente positivas con
hisopo InSite Listeria®; en este estudio: 6 a partir
de médula, y 68 a partir de barbacoa se les
realiz6 la prueba de catalasa (Figura 2), de
acuerdo a la metodologia propuesta, para

diferenciar Enterococcus sp. de Listeria sp.

Figura 2. Prueba de catalasa para muestras
positivas por InSite Listeria®

En la Figura 2 se aprecian muestras positivas a
la prueba catasa; la muestra encerrada en el
circulo se observa con resultado negativo. Una
vez seleccionadas las muestras positivas al
hisopo InSite Listeria® y prueba de catalasa,
se les cultivd sobre el medio selectivo,
OXFORD (Figura 3).

En el caso de medula, ninguno de los 6 resultados presuntivos en el hisopo InSite Listeria®
fue positivo a la prueba de catalasa; en el caso de barbacoa, 2 de las 68 muestras fueron
negativas a la prueba de catalasa, resultando por lo tanto positivas a Enterococcus sp.
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Oxpord

Figura 3. Cultivo OXFORD para pruebas positivas a
catalasa
Una vez seleccionadas las cepas positivas a hidrolisis de

esculina en el medio selectivo OXFORD se resembraron en
el medio selectivo PALCAM (Figura 4). En este caso 6 de las
6 presuntivas a partir de medula y 27 de 66 a partir de

barbacoa.

Figura 4. Cultivo PALCAM para cepas positivas a
OXFORD

Una vez seleccionadas las cepas positivas a la hidrolisis de
esculina en el medio selectivo PALCAM, se realizaron las
pruebas bioquimicas de fermentacion de azucares (Figura 5).
En el caso de médula 6 de 6 y en el caso de barbacoa 11 de
27.

Figura 5. Pruebas bioquimicas de fermentacion de
azucares (Dextrosa, Manitol, Ramnosa, Xilosa)

En la Figura 5, se observan de izquierda a derecha: prueba
dextrosa positiva, manitol negativo, ramnosa negativo, xilosa
positivo; en este caso una cepa de Listeria ivaovii o L.
seeligeri. Una vez seleccionadas las cepas presuntivas a L.
monocytogenes de acuerdo a las pruebas bioquimicas de

fermentacion de azucares, se sembraron en medio SIM, para

evaluar movilidad y formacion de paraguas caracteristico (Figura 6). En el caso de médula

1 de 6, y en el caso de barbacoa 6 de 27.
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Figura 6. Cultivo en medio SIM, para
prueba de movilidad de Listeria
monocytogenes

En la figura 6, se muestran los tubos de
ensaye de izquierda a derecha:
crecimiento con movilidad negativa, y
en los cuatro posteriores se muestra el
crecimiento caracteristico en forma de
sombrilla de L. monocytogenes. En el
caso de médula 1 de 1, y en el caso de
barbacoa 4 de 6.

Posterior al descarte de aislamientos, de acuerdo a las pruebas bioquimicas disponibles

realizadas, pudieron identificarse las siguientes especies bacterianas aisladas a partir de

médula y barbacoa ovina.

Especie Meédula Barbacoa
Enterococcus sp 0 2
L. monocytogenes 1 4
L. grayi 0 3
Listeria sp 4 4

En barbacoa se hallaron 2 cepas de Enterococcus sp., debido a que fueron descartadas, no

se identifico si alguna de ellas pertenece a la especie Enterococcus faecalis; por otro lado,

hay 11 cepas de Listeria spp.; de las cuales unicamente se pudieron identificar siete: cuatro

pertenecientes a L. monocytogenes Yy tres pertenecientes a L. grayi; lo anterior debido a que

no se realizo la prueba de CAMP, pues no se disponia de las cepas de Rhodococcus equi y

Staphylococcus aureus para diferenciar las demas especies, a saber: L. ivanovii (hemolisis
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positiva en el cruce con Rhodococcus equi), L. seeligeri (hemolisis positiva en el cruce con
Staphylococcus aureus), L. welsimeri (hemolisis negativa en el cruce con Rhodococcus
equi y con Staphylococcus aureus). Por lo tanto las 4 cepas restantes de Listeria spp, se

encuentran sin identificacion de especie.

En medula oblongada no se hallaron cepas de Enterococcus sp, sin embargo se aislaron 5
cepas de Listeria spp.; de las cuales Unicamente se pudo identificar una, perteneciente a L.

monocytogenes.

Resultados del analisis de barbacoa

De los datos recolectados en las 100 encuestas realizadas en los puestos de expendio de
barbacoa, se realizaron tablas de contingencia para determinar la relacion entre los
resultados positivos de la prueba réapida a las 24 horas, y cada una de las condiciones
relacionadas al establecimiento, procesamiento y manejo de la barbacoa en los puntos de

expendio.

Condiciones del personal del expendio de barbacoa

Lo que se manifiesta dentro del presente estudio, que la apariencia higiénica, el cabello
corto, ufias largas y manejo adecuado de dinero, son las caracteristicas principales que se
incluyen para el personal del expendio de barbacoa, se observa que el 65% del personal
mantiene una apariencia higiénica adecuada, el 22% del personal tiene cabello largo, 6%

tiene ufias largas, y el manejo de dinero se realiza de forma adecuada en un 22%.
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Tabla 2. Condiciones del personal del expendio de barbacoa

Apariencia  Cabello Unas M.anejo
higiénica largo largas dinero
adecuado
Si 65 22 6 22
No 35 78 94 78
100 100 100 100

Gréfica 1. Condiciones del personal del expendio de barbacoa

Condiciones del personal del expendio de barbacoa.
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Al realizar el estudio de analisis de riesgo de las condiciones del personal de expendio se

obtienen los siguientes datos:

Tabla 3. Analisis de riesgo de las condiciones del personal del expendio de barbacoa
con hisopo positivo a las 24 horas

Razon de prevalencias Razon de prevalencias

s OR Ji Cuadrada
de la enfermedad de la exposicion
Apariencia Higiénica 0.730 0.725 0.351 4.703
P & IC: 0.561 - 0.951 IC: 0.544 - 0.948 1C: 0.544 - 0.948 p <0.05
0.787 0.618 0.533 1.649
Cabello largo
IC: 0.523 - 1.186 IC: 0.297 - 1.282 1C: 0.202 - 1.402 p>0.05
. 1.010 1.030 1.032 0.001
Ufias largas
IC: 0.563 - 1.812 IC: 0.198 - 5.344 1C:0.179 - 5.941 p >0.05
Manejo de dinero 1.042 1.103 1.134 0.059
adecuado IC: 0.751 - 1.477 IC: 0.497 - 2.447 1C:0.412 - 3.118 p>0.05
IC: 95%

IC de OR: Woolf al 95%
Softwrae: EPI DAT,v=3.1

La apariencia higiénica, nos manifiesta en la razon de prevalencia de la enfermedad de
0.730 y la razdn de prevalencias de la exposicion con 0.725, indicando que este factor tiene
un efecto protector en la venta de producto, con una Ji cuadrada de 4.703 (p<0.05) de
acuerdo a OPSy OMS, 2002.

Para los factores de cabello largo, los parametros nos indican que no influyen en los
resultados del muestreo, en el factor de ufias largas se manifiesta un riesgo minimo, para el
manejo de dinero, se manifiesta un riesgo minimo y estos factores tienen un impacto

minimo en la venta del producto.

Condiciones del equipo y local de expendio

Las condiciones del equipo y local de expendio en téerminos de porcentaje se presentan de
la siguiente manera: en 35% se observa equipo limpio, 59% mantiene un area de manejo de

alimentos limpia, 41% mantiene el piso limpio, 57% mantiene la mesa de despacho limpia,
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22% mantiene el banco de madera limpio, con un 78% de puestos ambulantes y un 22% de
puestos fijos.

Tabla 4. Condiciones del equipo y local del expendio de barbacoa

Utensilios . . . . . . Puesto
. Area sucia  Piso sucio Mesa sucia Banco sucio
sucios ambulante
Si 65 41 59 43 78 78
No 35 59 41 57 22 22
100 100 100 100 100 100

Grafica 2. Condiciones del equipo y local del expendio de barbacoa

Condiciones del equipo vy local del expendio de barbacoa.
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Al realizar el estudio de analisis de riesgo de las condiciones del equipo y local del

expendio de barbacoa se obtienen los siguientes datos:

Tabla 5. Analisis de riesgo de las condiciones del equipo y local del expendio de
barbacoa con hisopo positivo a las 24 horas

Razén de prevalencias de Razén de prevalencias

. OR Ji Cuadrada
la enfermedad de la exposicion
. R 1.435 1.454 2.666 5.094
Utensilios sucios
1C: 1.008 - 2.0431.671 1C: 1.007 - 2.099 1C: 1.124 - 6.322 p<0.05
. ) 1.060 1.109 1.900 1.190
Area sucia
IC: 0.799 - 1.405 1C: 0.665 - 1.850 1C:0.510 - 1.850 p>0.05
. . 1.003 1.004 1.011 0.000
Piso sucio
IC:0.753 - 1.336 1C:0.711-1.419 1C:0.711-2.344 p>0.05
Mesa sucia 1.247 1.498 1.967 2.382
IC: 0.946 -1.644 1C: 0.868 - 2.587 1C: 0.828 - 4.676 p>0.05
. 1.149 1.092 1.467 0.600
Banco madera sucio
1C: 0.786 - 1.680 1C: 0.863 - 1.380 1C: 0.554 - 3.886 p>0.05
0.812 0.870 0.496 1.597
Puesto ambulante
1C: 0.612 - 1.079 1C:0.713 - 1.062 1C: 0.165 - 1.489 p>0.05

I1C: 95%

IC de OR: Woolf al 95%
Software: EPI DAT,v=3.1

El factor de utensilios sucios es el de mayor riesgo, con una Ji cuadrada de 5.094, siendo la

mayor fuente de contaminacion de la barbacoa que se expende en la via publica.

El factor de &rea sucia y piso sucio, implican las condiciones del lugar donde se ubica el
expendio, su riesgo es moderado y su Ji cuadrada no es significativa. Por otro lado, el uso
de mesa sucia y banco de madera sucio son factores de riesgo moderado, pero su Ji
cuadrada no es significativa; asi mismo, el factor de ser puesto ambulante es un factor de

riesgo minimo.
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Condiciones de uso de ropa de trabajo

Las condiciones de la ropa de trabajo en términos de porcentaje se presentan de la siguiente
manera: 92% de los expendedores utilizan mandil, 0% utiliza guantes, 41% utiliza
cubrepelo, 71% utiliza ropa apropiada, y 78% usa ropa limpia.

Tabla 6. Uso de ropa de trabajo por el personal del expendio de barbacoa

-Uso de ' Uso

Uso mandil quantes cubrepelo Ropa apropiada Ropa limpia
Si 92 0 41 71 78
No 8 100 59 29 22
100 100 100 100 100

Gréfica 3. Uso de ropa de trabajo por el personal del expendio de barbacoa

Uso de ropa de trabajo por el personal del expendio de
barbacoa.
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Al realizar el estudio de analisis de riesgo del uso de ropa de trabajo por el personal del

expendio de barbacoa se obtienen los siguientes datos:

Tabla 7. Analisis de riesgo de uso de ropa de trabajo por personal del expendio de
barbacoa con hisopo positivo a las 24 horas

Razon de prevalencias Razdn de prevalencias

S OR Ji Cuadrada
de la enfermedad de la exposicion
Uso de mandil 0.869 0.965 0.625 0.313
I1C: 0.567 - 1.322 I1C: 0.862 - 1.082 1C: 0.119 - 3.276 p>0.05
Uso de guantes Ningun local encuestado usa guantes.
Uso de cubrepelo 0.877 0.804 0.685 0.781
P 1C: 0.651-1.181 I1C: 0.502 - 1.290 1C: 0.296 - 1.584 p>0.05
0.816 0.839 0.518 1.770
Ropa adecuada
1C: 0.620- 1.074 I1C: 0.659 - 1.068 1C: 0.195 - 1.376 p>0.05
R 0.958 0.973 0.881 0.598
Ropa limpia
1C: 0.690-1.331 I1C: 0.784 -1.206 1C: 0.320-2.423 p>0.05
I1C: 95%

IC de OR: Woolf al 95%
Softwrae: EPI DAT,v=3.1

De los factores evaluados en relacion al riesgo que representa el uso de ropa adecuada, el

analisis nos muestra un riesgo minimo y de bajo impacto en el expendio de barbacoa.

Ningun local tiene el uso de guantes de ningun tipo.

Resultados del analisis de médula oblonga

A partir de los datos recolectados de las 87 muestras tomadas en el rastro municipal de
Capulhuac, 7 resultaron positivas con el hisopo InSite Listeria® a las 24 horas, se
realizaron tablas de contingencia para determinar la relacion entre los resultados positivos
de la prueba réapida, las condiciones sexo, edad y peso de los ovinos muestreados. Se

analizaron los parametros de edad, sexo y peso de los animales muestreados.
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Edad

La edad de los ovinos muestreados en téerminos de porcentaje se presentan de la siguiente

manera: 75% era menor a 12 meses y 25% mayor a 12 meses.

Después de 24 horas de incubacion del hisopo InSite Listeria® los ovinos menores a 12

meses presentaron 4 positivos y los mayores a 12 meses presentaron un 3 positivos.

Tabla 8. Tabla de contingencia para edad de ovinos, hisopos positivos a las 24 horas

Edad Positivo Negativo Total

6 a 12 meses 4 61 65
12 a 24 meses 3 19 22
7 80 87

Gréfica 4. Resultados de médula oblonga, por edad en ovinos sacrificados en rastro

Resultados de medula oblonga, por edad en ovinos
sacrificados en rastro.
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Sexo
El sexo de los ovinos muestreados en términos de porcentaje se presenta de la siguiente
manera: 73% hembras y 26% machos.

Después de 24 horas de incubacion del hisopo InSite Listeria®, se tienen 7 resultados
positivos de los cuales los ovinos hembra presentan 4 resultados positivos y los machos 3

resultados positivos.

Tabla 9. Tabla de contingencia por sexo de ovinos, hisopos positivos a las 24 horas

Tabla de contingencia (Sexo / Hisopo 24 H):
Hisopo 24 horas

Sexo Positivo Negativo Total

Macho 3 20 23

Hembra 4 60 64
7 80 87

Grafica 5. Resultados de médula oblonga, por sexo en ovinos sacrificados en rastro

Resultados de medula oblonga, por sexo en ovinos
sacrificados en rastro.
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Peso

El peso de los ovinos muestreados se clasifica de la siguiente manera: 54% se encuentra en
el rango de 20 y 30 Kg y el 46% entre 30 y 40 Kg.

Después de 24 horas de incubacion del hisopo InSite Listeria® los ovinos entre 20 y 30 Kg
presentaron 3 resultados positivos; los ovinos entre 35 y 40 Kg presentaron 4 resultados

positivos.

Tabla 10. Tabla de contingencia para peso de ovinos, hisopos positivos a las 24 horas

Peso Positivo Negativo Total

20a<30Kg. 3 44 47
>30a 40 Kg 4 36 40
7 80 87

Grafica 6. Resultados de médula oblonga, por peso en ovinos sacrificados en rastro

Resultados de medula oblonga, por peso en ovinos
sacrificados en rastro.
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Al realizar el estudio de analisis de riesgo por edad, sexo y peso de ovinos sacrificados en

rastro municipal, de donde se obtienen la médula oblonga para el estudio, obtienen los

siguientes datos:

Tabla 11. Andlisis de riesgo por edad, sexo y peso de ovinos sacrificados en rastro
municipal con hisopo positivo a las 24 horas

Tabla de andlisis de contingencia de factores de riesgo de edad, sexo y peso,
con hisopo positivo a 24 horas.

Razon de prevalencias Razdn de prevalencias

de la enfermedad de la exposicion OR Ji Cuadrada

Edad 0.451 0.749 0.415 1.243

IC:0.109 - 1.860 IC: 1.063 - 1.439 IC: 0.085 - 2.022 p>0.05
Sexo 2.080 1.714 2.250 1.055

IC: 0.504 - 8.626 IC: 0.672 - 4.370 IC: 0.463 - 10.925 p>0.05
Peso 0.638 0.779 0.613 0.382

IC:0.151 - 2.684 IC: 0.323 - 1.874 1C:0.128-2.921 p>0.05
IC: 95%

IC de OR: Woolf al 95%
Softwrae: EPI DAT,v=3.1

De los factores de riesgo analizados por sexo, se observa que ninguno de los tres influye en

los resultados finales del estudio.

De los siete aislamientos positivos, 3 fueron machos de peso menor a 30 Kg y menores a 12
meses; 4 aislamientos fueron de hembras, las cuatro con peso mayor a 30 Kg.; 3 con edad
mayor a 12 meses y 1 menor a 12 meses. Un aislamiento positivo presuntivo a Listeria
monocytogenes, al final del proceso técnico del muestreo en médula oblonga, pertenece a

una hembra mayor de 12 meses de edad, con un peso mayor a 30 Kg.
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Pruebas Diagnosticas

Prueba diagnostica simple para médula oblonga y para barbacoa.

Tabla 12. Sensibilidad de InSite Listeria® en médula oblonga:

Diagnostico
bacteriolégico
Positivo | Negativo
InSite Positivo 1 6 7
Listeria® | Negativo 0 80 80
1 86 87

Tabla 13. Resultado de prueba diagndstica para InSite Listeria®, en médula oblonga

Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 100 50 100
Especificidad (%) 93.02 87.06 98.99
indice de validez (%) 93.1 87.2 99
Valor predictivo + (%) 14.29 0 47.35
Valor predictivo - (%) 100 99.38 100
Prevalencia (%) 1.15 0 3.96
Tabla 14. Sensibilidad de InSite Listeria ® en barbacoa
Diagnostico
bacteriolégico
Positivo | Negativo
. . . Positivo 4 62 66
InSite Listeria ® > I.V
Negativo 0 34 34
4 96 100
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Tabla 15 Resultado de prueba diagnostica para InSite Listeria®, en barbacoa

Valor ICa (95%)
Sensibilidad (%) 100 87.5 100
Especificidad (%) 35.42 25.33 45.5
indice de validez (%) 38 27.99 48.01
Valor predictivo + (%) 6.06 0 12.57
Valor predictivo - (%) 100 98.53 100
Prevalencia (%) 4 0 8.34

60



Identificacién de Listeria monocytogenes, en médula oblonga y barbacoa de ovino, con prueba rapida InSite
Listeria® y técnicas de identificacion bacteriana

DISCUSION

En barbacoa se hallaron 2 cepas de Enterococcus sp., debido a que fueron descartadas, no
se identifico si alguna de ellas pertenece a la especie Enterococcus faecalis; por otro lado,
hay 11 cepas de Listeria spp.; de las cuales Unicamente se pudieron identificar siete: cuatro
pertenecientes a L. monocytogenes y tres pertenecientes a L. grayi; lo anterior debido a que
no se realizo la prueba de CAMP, pues no se disponia de las cepas de Rhodococcus equi y
Staphylococcus aureus para diferenciar las demas especies, a saber: L. ivanovii (hemolisis
positiva en el cruce con Rhodococcus equi), L. seeligeri (hemolisis positiva en el cruce con
Staphylococcus aureus), L. welsimeri (hemolisis negativa en el cruce con Rhodococcus
equi y con Staphylococcus aureus). Por lo tanto las 4 cepas restantes de Listeria spp, se

encuentran sin identificacion de especie.

En medula oblongada no se hallaron cepas de Enterococcus sp, sin embargo se aislaron 5
cepas de Listeria spp.; de las cuales Unicamente se pudo identificar una, perteneciente a L.

monocytogenes.

El porcentaje de prevalencia de aislamiento que obtuvimos de Listeria monocytogenes en
medula oblonga fue del 1.15%; los estudios previos de aislamiento de L. monocytogenes en
carne cruda ovina mestran las prevalencias en segun Al-Nabulsi, et al., en 2015 en Yemen
del 17.9%, segin Al-mashhadany, et al., en 2016 en Jordan del 33.3%, y segun Wu, et al.,
en 2015 en China 33.3%; ademéas en carne ovina congelada Al-mashhadany, et al.,
obtubieron en 2016 en Jordan el 53.3%. Estos porcentajes de prevalencia distan mucho del
gue nosotros encontramos, pues, el mas cercano de ellos fue 17.9% en Yemen, teniendo
una diferencia del 16.75%, en referencia a nuestro resultado; todos los porcentajes de
prevalencia de aislamiento del microorganismo son de bajo riesgo para la salud publica, a
excepcion de la carne congelada en Jordan, que presenta un riesgo moderado para la
misma. A nivel nacional no hay literatura que reporte aislamientos a partir de rastros de

procesamiento ovinos, ni carne ovina cruda.
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Listeria monocytogenes se aisla a partir de médula oblonga y romboencéfalo cuando el
animal esta cursando por encefalitis listérica, por lo cual puede explicarse la baja

prevalencia de aislamiento a partir de médula oblonga obtenida en este estudio.

Por otra parte, los resultados que se obtuvieron del analisis de la barbacoa son que el
porcentaje de positividad es muy bajo, y, por lo tanto el porcentaje de prevalencia de
aislamiento de Listeria monocytogenes obtenido es del 4% considerandose bajo; el
porcentaje de prevalencia de aislamiento que se obtuvo en este estudio muestra ser el menor
en carnicos procesados a nivel nacional, a comparacion del obtenido por Martinez, en 2005
sobre milanesa de res en Distrito Federal 10%, Monterrey 26.6%, y Villahermosa 30%, y el
obtenido por Silva Paz, et al., en 2007 sobre salchichas porcinas en Baja California 16.5%,

y jamén porcino en Baja California 9.7%.

La barbacoa puede contaminarse a partir del medio ambiente, personal de manejo y
utensilios con los cuales entra en contacto, pues la ocurrencia de L. monocytogenes en
rastros, mataderos y plantas de procesamiento de carnicos se ha asociado a la colonizacién
ambiental debida a la habilidad del microorganismo de adaptacion y supervivencia por
largos periodos en cuartos y equipos limpios. El analisis de riesgo de las condiciones del
personal del expendio, uso de ropa, el equipo del expendio, y caracteristicas del local;
muestra que los utensilios sucios es el factor de mayor riesgo (ji cuadrada de 5.094), siendo
la mayor fuente de contaminacién de la barbacoa. En Espafia, Gomez y cols. en 2015,
detectaron L. monocytogenes en 22.72% de las muestras obtenidas a partir de superficies de
contacto en fabricas procesadoras de carnicos, en Latvia, Berzin y cols. en 2010, aislaron L.
monocytogenes a partir de los dientes de una maquina de corte de carne cruda y el personal
de ésa area especifica en una empresa de procesado de cerdo ahumado, identificando esta
maquina de corte como la causa principal de contaminacion; en un matadero bovino en
Italia, Peccio y cols. en el 2003 aislaron la bacteria en el 27.7% de los cuchillos “limpios”

utilizados en el proceso de faenado.
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La prevalencia relativamente baja de L. monocytogenes en barbacoa puede derivar del
tiempo breve que permanece en contacto con superficies y utensilios posiblemente
contaminadas. Se requieren buenas précticas de manufactura, limpieza apropiada,
programas de higiene y sanitizacion efectivos, para la prevencion de la contaminacién por

L. monocytogenes de los alimentos listos para el consumo.

La barbacoa se consume tipicamente los fines de semana, por lo cual dificilmente
permanece en refrigeracion, la dosis infectante es de >100 Unidades Formadoras de
Colonias, en este trabajo no se midieron los niveles de contaminacion de la carne, sin
embargo, considerando que la carne se contamina entre el momento en que se extrae de la
olla y es consumida, hay escasas probabilidades de que se originen brotes a partir del

consumo de barbacoa en los puntos de venta analizados en este estudio.

El uso de biosensores en la industria alimenticia es de uso cotidiano, sin embargo también
seria de gran eficacia su implementacion en unidades de sacrificio y en puntos de venta de
productos alimenticios en la via publica. La verificacion sanitaria se realiza de forma
macroscopica sin determinar la contaminacion bacteriana del producto alimenticio, por lo
cual, el uso de biosensores puede ser una alternativa, pero se requieren mayores estudios y
modificaciones a los protocolos de verificacion de los productos alimenticios destinados al
consumo humano. En el caso de InSite Listeria ®, resulta de gran utilidad para conocer
alimentos contaminados por Listeria sp y Enterococcus sp; estos géeneros contienen cada
uno una especie patégena, sin embargo al ser poco especifico, y debido a la necesidad de
realizar mas pruebas, se recomienda para el uso en alimentos que permanecen en
refrigeracion varios dias, o para la verificacion de superficies de contacto durante el

procesado o almacenamiento de alimentos.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Listeria monocytogenes en barbacoa y en medula oblonga fue menor a
0.07, por lo cual se concluye que la hipdtesis planteada en este trabajo es invalida.

El porcentaje de prevalencia de aislamiento de Listeria monocytogenes en medula oblonga
fue de 3.44% vy en barbacoa de 4%; por lo tanto, se concluye que el microorganismo se

pudo aislar en medula oblonga y barbacoa ovina.

La sensibilidad de la prueba répida InSite Listeria ® para Listeria spp fue de 100% tanto en
el andlisis de barbacoa, como en el anélisis de médula oblongada, y la especificidad de 93%
en médula oblonga e indice de validez de 93%; mientras que en barbacoa 35.4% en
especificidad y 38% de indice de validez. Estos valores reflejan que la prueba es altamente
sensible a las especies del género Listeria, pero poco especifica para Listeria
monocytogenes, en el caso de medula oblonga y barbacoa, presenta un valor predictivo

negativo del 100%, por lo cual no hay oportunidad para falsos negativos.

También se concluye segun los resultados obtenidos que, aunque Listeria monocytogenes
es un patégeno importante en salud animal, para la salud publica presenta un riesgo muy

bajo a partir del consumo de médula oblonga cruda o barbacoa ovina.

De todos los factores de riesgo analizados del expendio de barbacoa, Unicamente los
utensilios tienen poca significancia estadistica siendo un riesgo minimo en la

contaminacion del producto.

Este estudio muestra el vacio actual en bibliografia referente al estado que guarda México
en cuanto a la prevalencia de Listeria monocytogenes en alimentos diversos tanto crudos,
como procesados, asimismo acerca de la presencia de cepas persistentes en utensilios y

maquinaria de procesamiento de alimentos.
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10.
11.

SUGERENCIAS

Durante la preparacion de la barbacoa, seguir los pasos: 1) limpiar, 2) separar:
manejo de la barbacoa preparada en areas que estén separadas de los productos
crudos; 3) cocinar, 4) guardar: la barbacoa lista para comer que se prepare, conserve
o0 almacene cerca de productos crudos puede contaminarse debido a la atomizacion
0 goteo, 5) refrigerar.

Establecer procedimientos de desinfeccion que describan como deben limpiarse y
desinfectarse los utensilios y el equipo antes de usarse.

Limpiar y desinfectar los utensilios y equipo usados para manejar, preparar y
guardar la barbacoa lista para el consumo constantemente (por ejemplo, cada 4
horas).

Desarmar el equipo de procesamiento de barbacoa cocida cuando se limpia y
desinfecta para asegurar la limpieza de las areas de dificil acceso donde se puede
esconder la bacteria.

Tallar las superficies durante la limpieza para evitar que se desarrollen peliculas
bioldgicas.

Rotar los desinfectantes para proveer un control bacteriano mas eficaz.

Establecer un procedimiento para desinfectar los articulos de limpieza (por ejemplo,
pafios y cepillos para restregar).

Usar fregaderos separados para lavarse las manos y limpiar los productos o el
equipo.

Mantener instalaciones adecuadas con jabdn y agua potable, dar instrucciones a los
empleados sobre como lavarse las manos.

Mantener higiene en los utensilios (cuchillos, banco, y equipo).

Guardar la barbacoa en el congelador dentro de las dos horas posteriores a su
preparacion o compra, en recipientes poco profundos con tapa, y consumirla dentro
de 72 a 96 horas.
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ANEXOS.

Anexo 1. Hoja de Registro y Seguimiento de Muestras
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Anexo 2. Hoja de Seguimiento de Carbohidratos.

Muestra:

Dextrosa
Maltosa
Ramnosa

Manitol

Xilosa

SIM
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Anexo 3. Anélisis de puntos criticos de higiene en abastecimientos de expendio de
barbacoa

Fecha: NUmero de muestra:

Persona que aplica:

Puesto:

Uso de cubrepelo

Cabello largo

Cabello recogido

Ufias largas

Uso de guantes

Manejo de dinero con manos desnudas
(despachador de tacos)

Area limpia

Piso limpio

Mesa de despacho limpia

Tabla de madera limpia

Puesto callejero

Puesto en local

Uso de mandil

Ropa apropiada

Uniforme limpio

Persona con apariencia higiénica
Utensilios limpios

Observaciones
generales:
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