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l. INTRODUCCION

La listeriosis es una enfermedad de transmision alimentaria producida por
Listeria monocytogenes, la cual es favorecida por la refrigeracion de los alimentos,
debido a que es una bacteria psicrétrofa. Presenta una baja morbilidad pero alta
mortalidad en ancianos, mujeres gestantes, recién nacidos y en individuos
inmunocomprometidos. Produce, en humanos, infecciones esporadicas debido a
gue es una bacteria oportunista. Algunos sintomas que se presentan son
meningitis, meningoencefalitis, septicemia, aborto e infecciébn prenatal; también
puede observarse Unicamente una infeccién gastrointestinal, donde la mayoria de
los casos son autolimitantes. En los reportes de la Comunidad de Zoonosis de la
Union Europea se reportaron un total de 1,583 casos positivos a listeriosis en el
afio 2,006. La Autoridad en Seguridad Alimentaria Europea comprobd que la
bacteria se encontraba en la siguiente distribucion, dependiendo del alimento de
proveniencia animal lista para consumo humano: en un 2.4% en carne bovina,
3.9% en carne de cerdo, 2.7% en productos avicolas, 2.7% en otras carnes

inespecificas, 1.3% en quesos y 12.6% en productos pesqueros. (4, 20)

La L. monocytogenes se encuentra distribuida en los suelos, aguas servidas,
heces, vegetacion, ensilados y entorno de la produccion de alimentos, ademas
cualquier animal es un reservorio incluyendo los humanos. Al sacrificio del animal,
el musculo es estéril, por lo que la contaminacion se debe al contacto con la piel,
heces, visceras o el equipo y personal a cargo. Los microorganismos se encuen-
tran en la superficie de la carne, cuando es molida se distribuye por toda la carne
teniendo un medio de cultivo ideal para los microorganismos, entre ellos la Listeria
monocytogenes. En México se realizé un estudio de 100 chorizos, de carne de
cerdo, de los cuales 63 fueron positivos a Listeria spp. y 17 de las positivas fueron

de L. monocytogenes. (1, 12, 18)



Guatemala no cuenta con registros de mortalidad ni morbilidad ocasionadas
por la Listeria monocytogenes, por lo que en el presente estudio se pretende
determinar la presencia de L. monocytogenes en la carne molida expendida en
diferentes supermercados de la ciudad capital, debido a que puede ser una posi-
ble fuente de infeccion por ingestion de alimentos contaminados y advertir a los

consumidores.



Il. HIPOTESIS

Existe la presencia de Listeria monocytogenes en la carne molida de bovino que

se expende en supermercados de la capital de Guatemala.



lll. OBJETIVOS

3.1. General

Generar informacion sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos

gue se expenden en supermercados de la capital de Guatemala.

3.2. Especificos

e Determinar la presencia de Listeria monocytogenes en la carne molida que

se expende en supermercados de la capital de Guatemala usando como

referencia la metodologia ISO 11290-1.

e Comparar los resultados obtenidos en los diferentes dias de almacena-

miento a temperatura de refrigeracion (0, 8 y 15 dias).



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. CARNE DE BOVINO

4.1.1. Carne Molida

La carne molida es un corte fino de musculo, grasa y nervios de cortes de res
menos tiernos y menos populares en la venta de carnes. De acuerdo a la Unién
Europea la carne molida debe ser almacenada a una temperatura de -18 °C,
debido a que posee una mayor superficie de contacto ante bacterias y oxidacion.
Ademas debe ser consumida antes de 18 meses si es carne de res, 12 meses Si
es carne ovina y 6 meses si es carne porcina. Si no se almacena en congelacion
se recomienda consumir antes de seis dias después del sacrificio. Si el alma-
cenamiento no se hace correctamente la carne puede ser contaminada con

Listeria sp., Escherichia coli y Salmonella. (17, 20)

La carne es considerada un alimento alto en proteina, aproximadamente entre
15% a 20%, es una buena fuente de hierro y vitamina B 12. Aporta un 10 a 20%
de grasa, dependiendo si es magra o no. Se considera magra cuando contiene un
10% o menos de grasa, siendo esta la carne de ternera y cortes de lomo, bistek y
filete. Ademas tiene escasa cantidad de carbohidratos y el contenido de agua
oscila entre un 50% y 80%. Aporta también vitaminas del grupo B, zinc y fésforo.
(15)

Para moler la carne se utiliza una picadora o molino para carne fresca donde
los trozos de carne son transportados en un rodillo pasando por un complejo de
precortador, cuchillas o discos perforadores. También existe la picadora o molino
de carne congelada donde una maquina tritura bloques de carne molida congelada

a través de dos rodillos, luego pasan por cuchillas o placas perforadoras como una



picadora comun. Ambos utilizan presiéon hidraulica que ayuda a cortar los trozos

mas facilmente. (16)

4.1.2. Fuente de contaminacion

La carne molida proporciona diversos factores que permiten el desarrollo de
microorganismos debido a su composicion de nutrientes, agua, pH y otros factores

relacionados al medio ambiente en el cual esta se encuentra almacenada. (12)

El tejido muscular, en animales sanos sacrificados en condiciones higiénicas,
es estéril por lo que la contaminacion con los microorganismos proviene por el
contacto con piel, heces y visceras del animal, también del equipo utilizado o el

mismo personal de trabajo al manipular la carne. (12)

Se considera alterada cuando sus caracteristicas organolépticas cambian,
como pérdida de color, cambio de apariencia, desarrollo de mal olor, formacién de
mucosidad en la superficie y cambios en el sabor. Estos cambios se deben a la
descomposicion y formacion de metabolitos por la proliferacion bacteriana. Las
principales bacterias alterantes encontradas son Pseudomonas spp., Moraxella
spp., Psychrobacter spp., Acinetobacter spp., Brochothrix thermosphacta y algu-
nas bacterias acidolacticas. También se encuentran bacterias que no producen
una alteracién organoléptica pero representan un gran riesgo para la salud
humana, entre las cuales se encuentran Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7,
Salmonella spp., Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y Staphylococcus

aureus. (12)

4.2. LISTERIA spp.

El género Listeria fue descubierta por el cientifico Joseph Lister, conocida

actualmente como Listeria monocytogenes, nombrandose asi a la leucocitosis



mononuclear observada en conejos infectados. La Listeria es un bacilo anaerdbico
facultativo, no esporulado, gram-positivo, mide aproximadamente de 0.4 ym a 1.5
pum, aislados o en cadena corta, no presentan capsula y son moviles a tempe-
raturas entre 4 °C a 25 °C, debido a que son bacterias psicroéfilas, por medio de 1
a 5 flagelos peritricos, los cuales pierde a temperaturas mas altas (36 °C a 37 °C).
(18, 19, 21)

Las colonias de L. monocytogenes se observan en un didametro de 1 mm a 2
mm después de 1 a 2 dias de incubacion a 36 °C, siendo estas lisas, brillantes y
en algunos casos se parecen al cultivo de enterococos. Si se observan con luz
oblicua presentan un tono azulado palido. Producen hidrdlisis de esculina y son
productoras de catalasa, utilizan glucosa y otros carbohidratos teniendo como
resultado productos acidos. No hidrolizan gelatina, ni urea. Tampoco producen

indol, ni &cido sulfhidrico, ademas es oxidasa negativa. (5, 18)

Es un microorganismo muy resistente, tolera concentraciones de 10% hasta un
20% de cloruro de sodio y es resistente al peréxido de hidrégeno. Si se coloca a 0
°C Unicamente detiene el desarrollo pero no se elimina. Su temperatura maxima
de crecimiento es de 45 °C a 50 °C. El pH varia entre 4.4 a 9.6, si el pH se
encuentra muy bajo la bacteria puede estar viable por un tiempo, pero sin multi-
plicarse. El requerimiento 6ptimo de oxigeno es de 5% y de diéxido de carbono es
de 5% a 10%, la actividad de agua (aw) es de 10% a 11.5%. (3, 5, 18, 21)

Actualmente se encuentran siete especies de este género: L. monocytogenes,
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayi y L. murrayi. L. ivanovii y
L. monocytogenes son las Unicas patdgenas, la primera afecta principalmente a
animales, ya que son pocos los casos reportados en humanos, y la segunda es
causante de brotes esporadicos en humanos y causal de infecciones invasivas en

mas de 40 especies entre mamiferos y aves. Segun reportes, en el afio 2,005, el



99% de las infecciones en humanos se produjo a la ingesta de alimentos conta-
minados. (19)

Cuadro No.1

Caracteristicas de Listeria spp.

Produccion acida por:

Especie Hemodlisis D- D- D- L- FcQI:dltlJi(t:falt(thT
Glucosa | Xilosa | Manitol Ramnosa

L.
monocytogenes * * i ) * )
L. innocua - 5 - - Vv -
L. ivanovii + + + - - -
L. seeligeri + + + - - -
L. welshimeri - + + - Vv -
L. grayi - + - + - -
L. murrayi - + - + \Y, +
V: 11 a 89% cepas fueron positivas (Clinical
Microbiology, 4)
4.2.1. Habitat

La bacteria ha sido aislada en diversas fuentes ambientales, como por ejemplo
suelos, agua, efluentes, hojas en putrefaccién, polvo ambiental, ensilado, una gran
variedad de alimentos, heces fecales humanas y animales, ademas se ha
encontrado en diferentes animales de granja, ganado bovino, caprino, ovino, aves,
crustaceos, insectos, entre otros. Siendo el de mayor importancia en el ganado
ovino, presentando mayor excrecion de Listeria en sus heces. Aunque se encuen-
tra distribuido ampliamente, su habitat fundamental es el suelo y material organico
vegetal en descomposicion debido a la alta concentracion de celobiosa y otros
disacéaridos derivados de plantas. Este microorganismo sobrevive 295 dias en

suelos hiumedos, 12 semanas en leche en polvo y 30 dias en yogurt. (18, 21)



4.2.2. Listeria monocytogenes

La bacteria Listeria monocytogenes es intracelular facultativa, desarrollandose
en el citosol de la célula del hospedador, puede sobrevivir en macréfagos e invadir
células no fagociticas. Ingresa a la célula por medio de la internalina A. Procede a
encapsularse, en el fagocito, en un compartimiento unido a la membrana o en la
vacuola fagocitica, donde algunos son destruidos. Los que logran sobrevivir en la
vacuola y los que se encuentran en la membrana producen la listeriolisina O y
fosfotidilinositolfosfolipasa provocando la lisis del compartimiento de la membrana
y de la vacuola liberandose en el citoplasma y multiplicandose. Mediante la
fosfatidilcolipafosfolipasa se produce la diseminacion de célula a célula, produ-
ciendo septicemia afectando sistema nervioso y atravesando la barrera trans-

placentaria. (2, 3)

Es el principal agente de la enfermedad causada por especies de este género
conocida como listeriosis. Es una enfermedad zoondtica, debido a su transmision

de animal a humano. (18)

4.2.3. Listeriosis

La Listeria monocytogenes tiene tropismo por rumiantes, en donde se observan
abortos, septicemia y enteritis, ademas puede ocasionar infecciones locales como
mastitis, endocarditis, queratoconjuntivitis, miocarditis e iritis. Produce una morta-

lidad de un 20% a 30%, en cambio, con L. ivanovii es mas baja. (18, 19)

Los primeros signos que se describen en ganado son fiebre, anorexia y
depresion. Es comudn observar una marcha en circulos del animal afectado,
ademas de presentar movimientos incoordinados, inclinacion sobre los objetos y
pardlisis progresiva. Produce la muerte del animal a los 2 o 3 dias de aparecer los

sintomas, en otros casos puede sobrevivir hasta 2 semanas. Las hembras



gestantes abortan sin presentar sintomas de listeriosis, presentandose mas comuan
en los Ultimos 2 meses de prefiez. Conjuntamente se observa retencion de

placenta previo al aborto. (18)

La listeriosis, en humanos, se manifesta en personas aparentemente sanas,
pero afecta mas a personas inmuno-comprometidas, ancianos, neonatos y
mujeres embarazadas. Se describe como infeccidbn hospitalaria en caso de
contactos de los enfermos, en neonatologia, tocoginecologia o por fémites (19).

Se pueden observar dos formas de infeccion:

> Invasiva

Inicia afectando el tejido intestinal, invadiendo tejidos estériles como el Gtero
gravido, sistema nervioso central y la sangre. La afeccion es mas comun a nivel
del sistema nervioso central produciendo sintomas nerviosos o la muerte. En
mujeres gestantes provocan aborto o infectan al feto. Los sintomas mas comunes
observados son meningitis, meningoencefalitis, septicemia, aborto e infeccién
prenatal. (5, 19)

> No Invasiva

En esta forma se observa una infeccidén gastrointestinal, donde, en la mayoria
de casos, es autolimitante. Se observan sintomas como diarrea, fiebre, cefalea y
mialgia. (5, 19)

Se ha encontrado una diferencia entre la virulencia entre cepas de origen
clinico, las cuales presentan dosis letales mas bajas, comparandola con las de los
alimentos. La virulencia de L. monocytogenes esta basada en los antigenos soma-
ticos (O) y flagelar (H). La dosis infecciosa en humanos es imposible de

determinar debido a la gravedad de la enfermedad y por el largo periodo de

10



incubacion que dificulta obtener los antecedentes, pero se encuentran reportes de
casos por Listeria monocytogenes en alimentos contaminados causales de brotes,
con dosis de 10° UFC/gr en alimentos. (5, 19)

4.2.4. Contaminacion en Alimentos

La Listeria se encuentra presente en varios alimentos, tanto procesados como
crudos. En Inglaterra se demostrd que el 6% de 18,000 muestras examinadas se
encontraron positivas con mas de 1,000 UFC/gr. La leche y productos lacteos son
los primeros alimentos estudiados en que se ha comprobado la presencia de
Listeria. Algunas de las fuentes exégenas de contaminacion de la leche incluyen
alimento (pienso), deposiciones fecales de portadores y el ambiente. Debido al pH
de los quesos blandos (>5.5) favorece el desarrollo de Listeria. Las carnes y los
productos carnicos como jamones, embutidos, paté, entre otras, estan relaciona-
das con contaminacién de L. monocytogenes, siendo principalmente superficial,
exceptuando los productos molidos o pastas de carne, donde se encuentra la
bacteria distribuida en toda la masa. La poblacién bacteriana encontrada en pro-
ductos céarnicos es normalmente baja, teniendo una concentracién de 10 a 100
UFC/gr. (18)

4.3. EPIDEMIOLOGIA DE LISTERIOSIS

4.3.1. Mundial

En el afio 2,012, en EUA, se reportaron 15 personas muertas y 55 afectadas,
por el consumo de melones procedentes del estado de Colorado. El brote afecté a
19 estados y debido a la amplitud del periodo de incubacién se calculé un
aumento de casos. Hasta ahora el caso de mayor mortandad fue en el afio 1,985
donde se reportaron un total de 52 personas muertas por consumo de queso

crema contaminado con Listeria monocytogenes. En 1,983 se realizé un estudio

11



epidemiologico de L. monocytogenes en Massachusetts, Estados Unidos, donde
se reportaron 49 casos de meningitis, septicemia o aborto producido por este
agente; 42 de estos casos ocurrieron en adultos y 7 en madres e infantes. Los
adultos afectados tenian reportes de infecciones previas a L. monocytogenes por
lo que se encontraban inmunocomprometidos. Se cree que la infeccion fue
causada por el consumo de leche pasteurizada entera y 2% de grasa, debido a

gue era lo Unico en comun de los 14 casos. (8, 13)

En el afio 2,001, en Bogot4, se realiz6 un estudio en el cual se muestrearon
1,071 diferentes productos carnicos, encontrandose 120 muestras positivas a
Listeria monocytogenes (11.2%), se observaron 67 muestras del jamén de cerdo

positivas (6.3%) y 21 muestras positivas de salchichas (2%) del total. (21)

Entre los afios 2,008 - 2,009 se presenté un brote en Chile, en el cual se
reportaron un total de 164 casos de listeriosis y 16 personas fallecidas por la
misma bacteria. Se detectd que la fuente de infeccion fue una variedad de queso

Brie y Camembert de la empresa Chevrita, Las Pircas y Lescure. (10)

En el afio 2,005 se realizd, en Guadalajara y Zapopan, México, un estudio
determinando la frecuencia de Listeria monocytogenes en chorizos, se utilizaron
100 muestras de las cuales 63 resultaron positivas a Listeria spp. y el 11% (17
muestras) de las mismas correspondieron a L. monocytogenes. (1)

Utilizando los reportes de la Comunidad de Zoonosis de la Unidon Europea del

1,999 al 2,006, del cual se realiz6 un resumen de los casos reportados de

listeriosis humanas en los paises europeos:

12



Cuadro No.2

Casos de Listeriosis Humanas Reportados en Europa

Pais Numero de Casos Confirmados
1,999 | 2,000 | 2,001 | 2,002 | 2,003 | 2,004 |2,005|2,006
Austria 13 14 9 16 8 19 9 10
Bélgica 64 48 57 44 76 70 62 67
Chipre 0 0 0 0 0 0 0 1
Republica Checa 0 0 0 0 0 16 15 78
Dinamarca 44 39 38 28 29 41 46 56
Finlandia 46 18 28 20 41 35 36 45
Francia 275 261 187 | 218 | 220 | 236 | 221 | 290
Alemania 31 33 216 | 240 | 256 | 296 | 510 | 508
Grecia 1 2 3 5 0 3 0 6
Hungria 0 0 0 0 0 16 10 14
Irlanda 0 7 7 6 6 11 11 7
Italia 17 13 31 0 0 25 51 51
Latvia 0 36 0 16 8 5 3 2
Lituania 0 0 0 0 2 1 2 4
Luxemburgo 0 0 0 0 0 0 0 4
Paises Bajos 0 0 16 32 52 55 96 64
Polonia 0 0 0 31 5 10 22 28
Portugal 0 0 0 0 0 38 0 0
Eslovaquia 0 0 0 7 6 8 5 12
Eslovenia 0 0 0 0 6 1 0 7
Espafia 32 35 57 49 52 100 68 78
Suiza 27 46 67 39 48 44 35 42
Reino Unido 116 115 156 | 158 | 255 | 232 | 223 | 208
EU Total 666 667 872 | 909 | 1070 | 1262 | 1425 | 1582

4.3.2. Guatemala

(Center for Infectious Disease Research, 20)

En Guatemala no se lleva un registro sobre la mortalidad o morbilidad que

causa la Listeria monocytogenes; esta se encuentra dentro de la clasificacién de
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gastroenterocolitis. En el afio 2,008 se presentaron 1,070 casos, en el 2,009 se
obtuvo 1,287 casos y para el afio 2,010 se registraron 2,036 casos de morbilidad
por ETAS en gastroenterocolitis no especificas, debido a que no se diagnostico el
agente etiologico, en toda la Republica de Guatemala, y en la capital en el afio
2,008 se registraron 75 casos (7%), en el 2,009 se registraron 51 casos (3.96%) y
en el afio 2,010 se obtuvo 153 casos (7.51%). (11)

En un estudio realizado en la Universidad San Carlos de Guatemala en 1,986,
se reportaron en el hospital San Juan de Dios 50 mujeres con abortos espon-
taneos, en 4 de ellas se determing la presencia de Listeria monocytogenes. (14)

En el afio 2,008 se realiz6 un estudio donde se tomaron 79 muestras, de leche
no pasteurizada y comercializada, provenientes de San José Pinula, Antigua
Guatemala y de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
San Carlos de Guatemala, donde se encontrd 9 positivas a Listeria spp. (12%), de
las cuales 7 fueron L. innocua (9.33%) y 3 de L. welshimeri (2.67%), por lo que se
sospechd mala higiene e inadecuada manipulacion de la leche, aumentando la
probabilidad para el desarrollo de la L. monocytogenes. En otro estudio, en el afio
1,997, en la Universidad San Carlos de Guatemala se comprobé la presencia de

este microorganismo en 5 (5.49%) de 91 muestras de quesos. (6, 7)
4.4, METODOLOGIA ISO 11290-1

La normativa internacional ISO 11290-1 es utilizada en la microbiologia de los
alimentos para consumo humano y para animales. Es un método horizontal para la
deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes. (9)

Se inicia sembrando 25 gr de la muestra en 225 ml del caldo Fraser a media

concentracion e incubar a 37 °C por 24 horas. Después de 24 horas se realizan

dos procedimientos, en el primero se cultiva en agar ALOA y agar OXFORD y/6
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PALCAM tomando la muestra del caldo Fraser a media concentracion e incubar a
37 °C de 24 a 48 horas. El segundo consiste en sembrar 0.1 ml de la muestra del
caldo Fraser a media concentraciéon en 10 ml de caldo Fraser a concentracion
completa e incubar de 35 °C a 37 °C por 48 horas, pasadas las 48 horas se
cultivard en agar ALOA y agar OXFORD y/6 PALCAM a 37 °C por 24 horas. (9)

Las colonias que se observen de color azul verdoso con halo opaco y/6 de
color gris verdoso con una zona negra, son presuntivas de Listeria monocy-

togenes. Realizando posteriormente una confirmacion bioquimica. (9)

4.4.1. 1SO 11290-1 Modificado

En el ISO 11290-1 modificado se realizard el mismo procedimiento
exceptuando el cultivo en el agar OXFORD y/6 PALCAM; debido a que no son
especificos para determinar la presencia de Listeria monocytogenes. Los cultivos
contienen esculina, para determinar bacterias que producen su hidrélisis
coloredndose de negro. El agar PALCAM se utiliza para diferenciar Enterococcus
spp., ya que contiene manitol, y al fermentarse, las colonias se colorean de

amarillo. (9)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Recursos Humanos

e Estudiante
e Profesionales Asesores

e Técnicos de laboratorio

Recursos de Campo

e Bolsas plasticas

e Boligrafos

e Libreta

e Céamara fotografica
e Vehiculo

e Marcador

Recursos Bioldgicos

e 15 muestras de 6 onzas de carne molida a granel.

Recursos de Laboratorio

e Guantes desechables
e Asa bacteriol6gica
e Incinerador de asas bacteriolégicas

e Campana de flujo laminar
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Refrigeradora
Incubadora a 30 °Cy 37 °C
Balanza
Microscopio
Tubos de ensayo
Placas petri
Beakers
Gradilla para tubos de ensayo
Probeta
Pipeta
Agitador
Reactivos (Suplementos para fortificar los agares)
Caldo Fraser a ¥ concentracion y concentracion completa
Agar ALOA (Agar Listeria segun Ottavianni & Agostti)
Agar sangre
Pruebas bioquimicas
o Carbohidratos: Glucosa, Manitol y Ramnosa.
Coloracion Gram
o Cristal Violeta
o Lugol
o Acetona/alcohol

o Safranina

5.2. Metodologia

Se tomaron 15 muestras por conveniencia de carne molida de res, vendida a
granel en diferentes supermercados de la ciudad capital. Se identific6 cada
muestra por zona de compra y se trasladaron, sin utilizar una hielera para simular

el método tradicional utilizado por los consumidores, al laboratorio de Micro-
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biologia en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para su procesa-

miento.

Se utilizé como referencia la metodologia ISO 11290-1 modificado, se llevé a

cabo en tres fases que se describen a continuacion:

a) Se peso 25 gr de la muestra de carne molida y se afiadié 225 ml de Caldo de
Fraser a media concentracion en un sobre whirl-pak y se homogeniz6 por 3
minutos, luego se incubd por 24 horas a 37 °C. Después de las 24 horas se

realizaron dos procedimientos b) y c):

b) Se tomé del Caldo Fraser a media concentracion 2 a 3 gotas con el asa
bacterioldgica y se cultivd por agotamiento en agar ALOA, incubandose a 37

°C por 48 horas.

c) Setom6 0.1 ml del Caldo Fraser a media concentracion y se afiadio a 10 ml de
Caldo Fraser a concentracion completa y se homogeniz6 por 30 segundos y se
incubo6 por 48 horas a 37 °C. Después de las 48 horas, con el asa bacterio-
I6gica, se tomo 2 a 3 gotas del Caldo Fraser a concentracion completa y se
sembrd por agotamiento en agar ALOA, incubandose a 37 °C por 24 horas.

Se observd el crecimiento de colonias caracteristicas de Listeria monocy-
togenes en el agar ALOA después de las 48 horas. A las colonias sospechosas a
L. monocytogenes, se realiz6 pruebas para su identificacion que consistieron en la
determinacién de hemdlisis, sembrando en agar sangre y posteriormente la
coloracion de Gram a partir de siembra en agar Sangre y se sembrd en los

carbohidratos glucosa, manitol y ramnosa.

Este procedimiento se repiti6 al 8vo y 15vo dia ya que las 15 muestras de

carne molida se almacenaron en refrigeracion a 4°C.
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5.2.1. Andlisis Estadistico

Los resultados se consignaron por medio de cuadros y figuras, por medio de la
prueba de hipotesis para diferencia de proporciones como estadistica, utilizando
un 5% de error. Se establecié que si existe diferencia segun el tiempo de refrige-

racion de la carne.
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VI. RESULTADOS

Se tomaron 15 muestras provenientes de diferentes supermercados de la
ciudad capital y se realizé la metodologia ISO 11290-1, a los diferentes dias de
almacenamiento.

Cuadro No.3

Resultados de los Cultivos

Resultados
Dia de Compra 8vo Dia 15vo Dia
Muestra | Zona | Listeria L. Listeria L. Listeria L.
spp. |monocytogenes| spp. |monocytogenes| spp. [monocytogenes
1 13 | Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
2 9 | Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
3 14 | Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
4 15 | Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
5 10 | Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo
6 7 | Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
7 19 | Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
8 11 | Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo
9 12 | Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo
10 6 | Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo
11 2 | Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
12 1 | Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo
13 4 | Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
14 5 | Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
15 16 | Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Negativo

Se observo que las 15 muestras obtenidas (100%) fueron positivas a Listeria
spp. al dia de compra de las cuales 11 de ellas (73.33%) se confirmaron positivas

a Listeria monocytogenes. Al dia 8 de almacenamiento se encontraron 13
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muestras (86.67%) positivas a Listera spp., y 7 muestras positivas a Listeria
monocytogenes (46.67%). Al dia 15 de almacenamiento resultaron 10 muestras
(66.67%) positivas a Listeria spp. De las positivas, se encontré Unicamente una

muestra (6.66%) positiva a Listeria monocytogenes.

Figura No.l1

Disminucion en la presencia de L. monocytogenes y Listeria spp., por
tiempo de almacenamiento
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En la figura anterior se demuestra la tendencia de la L. monocytogenes y
Listeria spp. con una disminucién marcada de ambas durante cada semana en

relacién al tiempo de almacenamiento.
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Figura No.2

Presencia de L. monocytogenes y Listeria spp. al dia de Compra

Presencia

B L. monocytogenes
Listeria spp

Zonas de la ciudad capital

En la figura anterior se observa la presencia de L. monocytogenes y Listeria
spp. al dia de compra, en las diferentes zonas de la ciudad de Guatemala,
encontrandose Listeria spp. en todas las zonas muestreadas y 11 a L.

monocytogenes.
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Figura No.3

Presencia de L. monocytogenes y Listeria spp. al dia 8 de
Almacenamiento

Presencia

B L. monocytogenes

Listeria spp

Zonas de la ciudad capital

En la figura No.3 se demuestra los resultados obtenidos al dia 8 de
almacenamiento. Resultando 7 muestras positivas a L. monocytogenes y 13 a

Listeria spp.
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Figura No.4

Presencia de L. monocytogenes y Listeria spp. al dia 15 de
almacenamiento

Presencia

B L. monocytogenes
Listeria spp

Zonas de la ciudad capital

En la Figura anterior se demuestran los resultados al dia 15 de
almacenamiento, donde 8 muestras resultaron positivas a Listeria spp., y 1

muestra resulté positiva a L. monocytogenes.
6.1. Analisis Estadistico
Se realiz6 la prueba de hipétesis para diferencia de proporciones, de L.

monocytogenes y Listeria spp. entre el dia de compra y al dia 15 de almacena-

miento de la carne molida en refrigeracion.
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Concluyendo que para ambas, L. monocytogenes y Listeria spp, hubo una
disminucién estadisticamente significativa en su presencia, representandolo en la
siguiente figura:

Figura No.5
Campana de Gauss

-1.96 196

-5.07 -3.91
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VII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se determiné la presencia de Listeria monocytogenes y Listeria spp. en 15
muestras de 25 gramos de carne molida expendida en supermercados de la
ciudad capital, al dia de compra, a los 8 y a los 15 dias de almacenamiento en
refrigeracion a 4 °C. Obteniendo un resultado de un 100% a Listeria spp. y 73.33%
(11 muestras) positivas a L. monocytogenes al dia de compra. Estos resultados se
deben a una contaminacién en el rastro, al momento del sacrificio del animal o por
un mal manejo de la canal. También puede ser dentro del supermercado, por el
manejo de almacenamiento, la manipulacién de la carne, utilizacion de los equipos
sin previa limpieza y desinfeccion e incluso al momento de su venta. Se observo
gue al momento de venta de la carne, el personal no utilizé guantes, aunque utilizd
una bolsa plastica para tomar la carne. La carne molida vendida a granel, junto
con otros cortes de carne, se encuentran en el mostrador, sin ningan tipo de
resguardo al medio ambiente. Ademas se desconoce la temperatura en la que se
encuentra, por lo que puede influenciar en el crecimiento de la bacteria analizada,
ya que la Listeria es una bacteria psicréfila, es decir, que su temperatura minima
de desarrollo es por debajo de los 5 °C, y su temperatura 6ptima es de 20 °C a 30
°C.

Se utilizé6 el método estandarizado por normas internacionales ISO 11290-1
modificado, el cual se utliza para determinar la presencia de Listeria

monocytogenes.

Debido a que el caldo Fraser contiene cloruro de litio, acido nalidixico y
clorhidrato de acriflavina, los cuales son antisépticos y antimicrobianos, inhiben el
crecimiento de otras bacterias presentes en la muestra a analizar. Ademas
optimiza el crecimiento de la Listeria spp. debido al alto contenido de nutrientes.
Su facil deteccion se debe a la adicién del suplemento de hierro amoniacal (Ill) y

esculina, las cuales reaccionan con la B-D-glucosidasa presente en todas las
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cepas de Listeria, cambiando el color del caldo de un amarillo @ambar a una
coloracion café oscura a negra en el caso de Listeria spp. El segundo cultivo, el
agar ALOA, contiene cloruro de litio, ceftazidima, polimixina B, acido nalidixico y
cicloheximide, los cuales actuan inhibiendo el crecimiento de otras bacterias en el
agar. La facil deteccion de la Listeria spp. se debe al compuesto glucosido-
cromogénico presente en el agar, el cual actia con la enzima B-glucosidasa,
coloreando las colonias de Listeria de azul verdoso, y la especificidad para
encontrar la encima fosfolipasa C presente en la L. monocytogenes y algunas
cepas de L. ivanovii, la cual reacciona con la L-a-fosfatidilinositol presente en el

agar formando un halo opaco alrededor de las colonias.

Se observé una disminucién de la presencia de la Listeria monocytogenes que
se debe a que la carne molida excedid la fecha de vida util, agotando los
nutrientes necesarios para su crecimiento, observandose mayor contaminacion de

microbitota competitiva en los medios de cultivo.
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VIIl. CONCLUSIONES

El 100% de las muestras de carne molida resultaron positivas a Listeria

spp. en la primera semana de andlisis.

Se demostré, en 11 muestras (73.33%), la presencia de Listeria

monocytogenes.

Se observé una diminucion en la presencia de colonias de Listeria spp. y L.

monocytogenes durante su almacenamiento en refrigeracion.

Se observé una disminucién estadisticamente significativa en la presencia

de Listeria monocytogenes.
La carne molida puede suponer un peligro potencial en personas

susceptibles, sin embargo el riesgo se reduce al ser sometida a cocimiento,

no obstante si es inadecuado o se consume cruda si puede ocurrir.
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IX. RECOMENDACIONES

e Realizar el mismo anadlisis en trozos de carne entera sin previa
manipulacion para determinar la presencia de Listeria monocytogenes y

determinar si la procedencia de la contaminacion proviene de rastro.

e Analizar productos carnicos congelados, o después de realizar una coccion
inadecuada, como el termino 1/3 o medio crudo para determinar la

presencia de Listeria monocytogenes.

e Se recomienda a los consumidores realizar una buena coccién de cualquier
producto carnico, para evitar asi la enfermedad de listeriosis. Enfatizando a
los de mayor riesgo, mujeres embarazadas, nifios, ancianos y personas

inmuno-comprometidas.
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X. RESUMEN

La Listeria monocytogenes es el agente causal de la enfermedad conocida
como ‘“Listeriosis”, la cual produce meningitis, meningoencefalitis, septicemia,
aborto e infeccidén prenatal, 0 una gastroenteritis autolimitante. Es una enfermedad
de transmisién alimentaria favorecida por la refrigeracion debido a que la bacteria
es psicrotrofa.

Para determinar la presencia de Listeria monocytogenes se tomaron 15
muestras de carne molida en diferentes supermercados ubicados en las distintas
zonas de la ciudad capital las que fueron analizadas el primer dia de compra, a los
8 dias y a los 15 dias de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (4 °C),

utilizando la metodologia ISO 11290-1 modificado.

Los resultados de las muestras analizadas son los siguientes: en el dia de
compra todas las muestras resultaron positivas a Listeria spp., y 11 muestras
(73.33%) se confirmaron positivas a Listeria monocytogenes. En las muestras
analizadas a los 8 dias de almacenamiento se observd una disminucion,
resultando 13 (86.67%) positivas a Listeria spp. y 7 (46.67%) a L. monocytogenes.
En las muestras analizadas a los 15 dias de almacenamiento se comprobaron 10
muestras (66.67%) positivas a Listeria spp. y solamente una (6.66%) a L.

monocytogenes.
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SUMMARY

Listeria  monocytogenes is the casual agent of the disease known as
"Listeriosis", which causes meningitis, meningoencephalitis, sepsis, abortion and
prenatal infection, or a self-limiting gastroenteritis. It's a foodborne illness favored

by refrigeration since the bacterium is psychrotrophic.

To determine the presence of Listeria monocytogenes 15 samples of ground
beef were taken from different supermarkets located in different zones of the
capital city. They were tested on the day of purchase, after 8 days of storage and
after 15 days of storage in refrigerated conditions (4° C), using the modified
methodology ISO 11290-1.

The results for the samples are as follows: on the day of purchase all samples
were confirmed positive to Listeria spp., and 11 samples (73.33%) were positive to
Listeria monocytogenes; after 8 days of storage, a decrease was observed,
resulting in 13 (86.67%) positive to Listeria spp., and 7 (46.67%) to L.
monocytogenes. After 15 days of storage, 10 samples (66.67%) resulted positive

to Listeria spp., and only one sample (6.66%) to L. monocytogenes.
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Figura No.6
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Cuadro No.4
Control interno de las muestras analizadas
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Cuadro No.5

Registro de Resultados Individuales por Muestra Analizada

Muestra #

Zona
Dia de Compra
Primer Cultivo (Fraser Media
concentracion)
Ottavani 1 | Resultado |Aislamiento |
Fraser Completo
Ottavani 2 Resultado |Aislamiento |
Agar
Sangre Resultado
Bioquimicas
Glucosa Manitol | Rhamnosa |
Observacion
Segundo Cultivo
Ottavani 1 Resultado |Aislamiento |
Fraser Completo
Ottavani 2 Resultado | Aislamiento |
Agar
Sangre Resultado
Bioquimicas
Glucosa Manitol | Rhamnosa |
Observacion
Tercer Cultivo
Ottavani 1 Resultado |Aislamiento |
Fraser Completo
Ottavani 2 Resultado | Aislamiento |
Agar
Sangre Resultado
Bioquimicas
Glucosa Manitol | Rhamnosa |
Observacion
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12.4. GALERIA DE IMAGENES

Compra de carne molidaen  Compra de carne molida en  Preparacion de los medios de
zona 10 zona 16 cultivo

X

Caldo Fraser a media Caldo Fraser después de

Pesaje de la carne molida L . )
concentracion incubacion

0.1ml de caldo Fraser Caldo Fraser a concentracion Colonias de Listeria spp.
completa
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. Colonias blancas Bioquimicas glucosa y
Colonias sospechosas a L. . . o .
contaminantes entre colonias ramnosa positivas y manitol
monocytogenes .
sospechosas. negativa

Bacilos Gram positivos, aislados o en cadena

Positiva a hemolisis
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