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Resumen

Introduccion: La listeriosis es una enfermedad infecciosa bacteriana peligrosa para el ser humano
y la salud puablica a nivel mundial, es provocada por Listeria monocytogenes en el consumo de
alimentos contaminados y su mala préctica de higiene. Objetivo: evidenciar la prevalencia de L.
monocytogenes en quesos frescos mediante un muestreo aleatorio. Metodologia: “Bacterial
Analytical Manual”, la norma ISO 11290:2017 “Microbiology of the food chain-Horizontal
method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes and Listeria spp.” y el método
de microbiologia cuantitativa AOAC/IDF 993.12 para identificar L. monocytogenes en quesos.
Durante el 2017 y 2018, para determinar la prevalencia de L. monocytogenes en quesos se
analizaron 10 marcas mediante un muestreo aleatorio cada 30 dias, con tres repeticiones
especificamente en quesos frescos artesanales por su mayor riesgo en la incidencia de este
microorganismo. Resultados: Los analisis microbioldgicos de los quesos reportaron valores desde
56 hasta 20500 UFC/g de L. monocytogenes. Los resultados obtenidos lograron demostrar que la
presencia de L. monocytogenes fue 100% de prevalencia en los quesos frescos artesanales
analizados que se expenden en los mercados publicos de la localidad. Todas las marcas de quesos
mostraron la presencia de L. monocytogenes, demostrando la ausencia de inocuidad en la
elaboracion a nivel de las queseras artesanales, transporte sin cadena de frio y la comercializacion
en los cuatro mercados publicos sin refrigeracion. Conclusiones: La prevalencia de la Listeria
monocytogenes en los quesos frescos analizados en este estudio, corroboran los factores de riesgo
en la salud destacados de la listeriosis debido al consumo de alimentos frescos como productos
lacteos, debido principalmente a sus caracteristicas exclusivas que permiten el crecimiento de L.
Monocytogenes en este tipo de alimentos.

Palabras Claves: Queso fresco artesanal; Listeria Monocytogenes; Mercados; Salud Publica.

Abstract

Introduction: Listeriosis is a dangerous bacterial infectious disease for humans and public health
worldwide, it is caused by Listeria monocytogenes in the consumption of contaminated food and
its poor hygiene practice. Objective: to demonstrate the prevalence of L. monocytogenes in fresh
cheeses through random sampling. Methodology: "Bacterial Analytical Manual", the 1SO 11290:
2017 standard "Microbiology of the food chain-Horizontal method for the detection and

enumeration of Listeria monocytogenes and Listeria spp.” and the AOAC/IDF 993.12 quantitative
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microbiology method to identify L. monocytogenes in cheese. During 2017 and 2018, to determine
the prevalence of L. monocytogenes in cheese, 10 brands were analyzed by random sampling every
30 days, with three repetitions specifically in fresh artisan cheeses due to their higher risk in the
incidence of this microorganism. Results: The microbiological analyzes of the cheeses reported
values from 56 to 20,500 CFU/g of L. monocytogenes. The results obtained were able to
demonstrate that the presence of L. monocytogenes was 100% prevalent in the analyzed artisanal
fresh cheeses that are sold in the local public markets. All the cheese brands showed the presence
of L. monocytogenes, demonstrating the absence of safety in the elaboration at the level of the
artisanal cheese factories, transport without cold chain and commercialization in the four public
markets without refrigeration. Conclusions: The prevalence of Listeria monocytogenes in the fresh
cheeses analyzed in this study corroborates the prominent health risk factors for listeriosis due to
the consumption of fresh foods such as dairy products, mainly due to its exclusive characteristics
that allow the growth of L. Monocytogenes in this type of food.

Key words: Fresh artisan cheese; Listeria monocytogenes; markets; public health.

Resumo

Introducdo: A listeriose é uma doenca infecciosa bacteriana perigosa para 0 homem e para a
saude publica mundial, é causada pela Listeria monocytogenes no consumo de alimentos
contaminados e sua ma pratica de higiene. Objetivo: demonstrar a prevaléncia de L.
monocytogenes em queijos frescos por meio de amostragem aleatéria. Metodologia: “Manual
Analitico Bacteriana”, norma ISO 11290:2017 “Microbiologia da cadeia alimentar-Método
horizontal para detec¢do e enumeracdo de Listeria monocytogenes e Listeria spp.” e o método
microbioldgico quantitativo AOAC/IDF 993.12 para identificar L. monocytogenes em queijo.
Durante os anos de 2017 e 2018, para determinar a prevaléncia de L. monocytogenes em queijos,
10 marcas foram analisadas por amostragem aleatéria a cada 30 dias, com trés repeti¢cGes
especificamente em queijos artesanais frescos devido ao maior risco na incidéncia desse
microrganismo. Resultados: As analises microbioldgicas dos queijos relataram valores de 56 a
20.500 UFC/g de L. monocytogenes. Os resultados obtidos foram capazes de demonstrar que a
presenca de L. monocytogenes foi 100% prevalente nos queijos frescos artesanais analisados que
sdo comercializados nos mercados publicos locais. Todas as marcas de queijos apresentaram a

presenca de L. monocytogenes, demonstrando a auséncia de seguranca na elaboracao ao nivel das
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queijarias artesanais, transporte sem cadeia de frio e comercializacdo nos quatro mercados
publicos sem refrigeracdo. Conclusdes: A prevaléncia de Listeria monocytogenes nos queijos
frescos analisados neste estudo corrobora os fatores de risco a saude de destaque para listeriose
devido ao consumo de alimentos frescos como laticinios, principalmente devido as suas
caracteristicas exclusivas que permitem o crescimento de L. Monocytogenes em este tipo de
comida.

Palavras-chave: Queijo fresco artesanal; Listeria monocytogenes; mercados; Salude publica.

Introduccién

La listeriosis es una enfermedad originada por la bacteria Listeria spp., forma parte de los agentes
etiologicos de origen biolégico causantes de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos ETAS.
Los reportes de la presente bacteria no han sido frecuentes en comparacion con otras enfermedades
transmitidas por alimentos (1, 2). Sin embargo, tiene un impacto social y econdmico ocasionado
por la gravedad de su cuadro clinico en la salud (3, 4).

La especie Listeria monocytogenes en paises desarrollados ha sido la causa mas comuin de muerte
por enfermedades transmitidas por alimentos (5, 6). L. monocytogenes se adhiere, invade y
multiplica en diferentes células, tales como; epiteliales, endoteliales, hepaticas, fibroblastos o
fagocitos, atraviesan el intestino, placenta y la pared hematoencefalica en humanos y animales (7).
La listeriosis en los humanos fue reportada por primera vez en 1929 (8), su tasa de mortalidad es
de 20-30 %. (9, 10, 11). La presencia de L. monocytogenes en quesos frescos blandos esta
relacionada con la leche contaminada sin pasteurizar. Asimismo, la contaminacion puede darse
post-procesamiento en las plantas de procesamiento de productos lacteos (12) o en algin momento
de la cadena de comercializacion. Se aisl6 a L. monocytogenes de muestras de sangre en pacientes
diagnosticados con mononucleosis infecciosa (13). Es una bacteria psicotropica, que crece y
multiplica durante el almacenamiento en refrigeracidn, es resistente a temperaturas menores a 0°C
y mayor a 50°C, a un pH mayor de 4,3 y a una salinidad del 12 % de cloruro sédico (14). Los brotes
de listeriosis sucedidos pese a la pasteurizacion ponen en evidencia que el tratamiento térmico no
elimina el riesgo de contaminacion posterior y, por tal razon los alimentos pasteurizados conllevan
el mismo peligro que la leche cruda.

En 1936, se reconoci6 por primera vez a Listeria monocytogenes como la causante de infeccién

humana en el periodo perinatal y como responsable de meningitis en adultos. En 1940, fue
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redescrita como Listeria monocytogenes (15, 16). Desde 1990, se ha reportado que el queso ha sido
el alimento responsable en brotes de listeriosis (17, 18). En Estados Unidos, por el consumo de
queso “tipo-mexicano”, que alcanzo con una tasa de mortalidad del 34% (19). En Suiza, se
relacion6 con el consumo de queso “Vacherin Mont d’Or-type”, llegd a una tasa de mortalidad del
27%. En Francia, fueron asociados al consumo de queso Brie de Meaux (20). En 2006, se confirm6
un total de 1588 casos de listeriosis mediante pruebas de laboratorio en la Union Europea (21), se
han presentado otros brotes por lo que los organismos internacionales siguen considerando a este
microorganismo de alto impacto en la salud publica, la mayor parte de los brotes de listeriosis en
Europa han sido asociadas a los productos lacteos.

En Ecuador, hasta el momento no se han realizado estudios de carga e impacto en ninguna cadena
alimentaria, lo cual es muy preocupante y altamente riesgoso (22). En el presente trabajo se trazo
como objetivo evaluar el riesgo de infeccion por Listeria monocytogenes por consumo de quesos
frescos artesanales comercializados en los mercados municipales de la ciudad de Riobamba.

Metodologia

Se empled un muestreo aleatorio con 90 muestras de quesos frescos empacados en fundas de
polietileno de distintas marcas comercializadas en los mercados publicos de la ciudad Riobamba,
obtenidos en diferentes dias y horas, las condiciones de manejo y tipo conservacion fueron
similares. El método aplicado para identificar Listeria monocytogenes fue el “Bacterial Analytical
Manual” BA y la norma ISO 11290: 2017 y el método AOAC/IDF 993.12 para productos lacteos
(23). Las técnicas de estudio fueron el pre-enriquecimiento, enriquecimiento y posterior
aislamiento en medios de cultivo delineados para la recuperar del microorganismo (Agar Palcam,
agar Ottaviani-Agosti -Agar ALOA-, agar Oxford y agar MOX,)

Los métodos incluyen técnicas de aislamiento microbiolégico y cuantificacion mediante Unidades
Formadoras de Colonias expresada por gramo (UFC/g), con una sensibilidad de deteccion de 1
célula/25 g del alimento analizado, equivalente a 0,04 UFC/g. Para el analisis de la sensibilidad se
utilizo la técnica de (24) que optimiza el uso de medios de enriquecimiento, usualmente con la

utilizacion de antibidticos que inhiben otros microorganismos competidores.
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Tratamiento y Disefio Experimental

El nimero de unidades experimentales en el presente trabajo, fueron 90 muestras de quesos frescos
artesanales; muestreados cada 30 dias, transportados en cajas térmicas por un tiempo de una hora
hasta el laboratorio para el analisis microbioldgico utilizando el método de identificacion de
Listeria monocytogenes “Bacterial Analytical Manual” BAM, la norma ISO 11290: 2017 y el
método AOAC/IDF 993.12 para productos lacteos. Se pes6 un gramo de cada muestra de queso,
en tres tubos de ensayo se afiadi6é agua destilada, en uno de los tubos se agreg6 la muestra de queso
previamente pesada, agitandole por tres minutos, posteriormente se realizaron las diluciones hasta
103, y de esta dilucidn, se coloc6 1 ml. en las placas para determinar la presencia o ausencia de L.

monocytogenes, incubando las placas a 37 °C por 24 horas, para proceder al conteo.

Andlisis Estadisticos
Los resultados de los andlisis de laboratorio de las muestras de quesos frescos artesanales fueron
calculados con el Software Infostat 2019®, para determinar el nivel de contaminacion con Listeria

monocytogenes y la separacion de medias al nivel de significancia de (p > 0,05)

Resultados

Las muestras de los quesos frescos artesanales fueron tomadas en cuatro mercados municipales de
la ciudad de Riobamba, en base a la cantidad de quesos y distintas marcas que se comercializan a
nivel de mesones de los lugares de expendio de este producto lacteo de los mercados: La
Condamine, San Alfonso, Santa Rosa y Mayorista. Este estudio se focalizé principalmente en
determinar la presencia o ausencia de Listeria monocytogenes, donde las 90 muestras fueron
positivas para L. monocytogenes, evidenciando su presencia del 100 % en los quesos analizados.
De acuerdo con los resultados de este trabajo de investigacion a nivel de laboratorio, permitio
comprobar la falta de inocuidad de los quesos frescos artesanales comercializados en cuatro
mercados municipales del cantén Riobamba y el nivel de riesgo que representa este microrganismo
para la salud de los consumidores. La presencia de microorganismos patdgenos en alimentos es
uno de los problemas de interés de la salud publica.

Los analisis microbioldgicos que reportaron la presencia de Listeria monocytogenes, se observd
las diferencias significativas entre los valores de la media de las muestras de quesos frescos

artesanales analizadas a nivel de laboratorio (Tabla 1), evidenciando que todas las muestras de
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quesos frescos de las 10 diferentes marcas resultaron contaminadas con este microorganismo

patdgeno, donde su cuantificacion oscilaba desde 56,00 a 20500,00 UFC/g.

Tabla 1. Prevalencia de Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales comercializados en la ciudad de

Riobamba, expresados en UFC/g

Quesos Medias N E.E. Prob.

QFSED 56,00 3 27686,66 A 0,0001
QFBS 206,67 3 27686,66 A 0,0001
QFSLJI 653,33 3 27686,66 A 0,0001
QFISR 1166,67 3 27686,66 A 0,0001
QFLV 1366,67 3 27686,66 A 0,0001
QFSJO 2373,33 3 27686,66 A 0,0001
QFADR 3283,33 3 27686,66 A 0,0001
QGFAM 10700,00 3 27686,66 A 0,0001
QFLCH 199333,33 3 27686,66 B 0,0001
QFSJA 205000,00 3 27686,66 B 0,0001

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los valores mas bajos de la prevalencia de Listeria monocytogenes se encuentran en las muestras
de quesos frescos artesanales con los codigos QFSED y QFBS con valores de 56,00 UFC/g y
206,00 UFC/g respectivamente, mientras los quesos con los cédigos QFLCH y QFSJA,
presentaron los valores més altos con 199333,33 UFC/g y 205000,00 UFC/g respectivamente,
valores que incumplen con la Norma NTE INEN 1528:202, lo que los convierte en alimentos no
aptos para el consumo humano y de alto riesgo para desencadenar problemas de listeriosis en los
consumidores.

Profundizando el analisis, los valores que sobrepasan al menos 10* (10000,00 UFC/g) en los quesos
frescos artesanales de este estudio, flucttan desde 10700,00 UFC/g; 199333,33 UFC/g y 205000,00
UFC/g, que representa el 30% de los quesos frescos comercializados a nivel de mercados
municipales, cuya dosis infecciosa con bacterias viables capaces de colonizar el intestino,
constituyen una amenaza potencialmente peligrosa para la poblacion sana que adquiere y consume

este tipo de quesos blandos.
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Discusion

Con base a los resultados al presente estudio, las 10 marcas de quesos frescos analizados de los
cuatro mercados municipales de la ciudad de Riobamba, se puede mencionar que la prevalencia de
Listeria monocytogenes es alta y por lo tanto este tipo de quesos contaminados son potencialmente
probables de causar enfermedades de transmision alimentaria, esto se relaciona con otros estudios
desarrollados en Ecuador, recientemente en el canton Riobamba se investigd que los quesos frescos
elaborados en queseras rurales determinaron la presencia de L. monocytogenes fue del 100% de los
quesos analizados, con valores de 370,37 UFC/g, 555,56 UFC/g y 1940,74 UFC/g en diferentes
queseras, estableciendo que los resultados son consecuencia del lugar con poco cuidado de
inocuidad en su elaboracion @, También, existe otro trabajo realizado en la ciudad de Guayaquil
a nivel de supermercados, donde se analizaron quesos frescos comercializados a nivel de percha y
en refrigeracion, determinaron que el 55% de las muestras dieron positivo la presencia de L.
monocytogenes ?®. Mientras que estudios realizados a nivel internacional, el queso fresco presentd
una prevalencia para L. monocytogenes del 32% a 64% @7,

En otras investigaciones, se conoce que la carga infecciosa de Listeria monocytogenes se podria
iniciar con 102 bacterias viables (100,00 UFC/g) en el caso de los grupos de riesgo y esta cifra
puede alcanzar hasta 10* (10000,00 UFC/g) en el caso de una poblacion sana. Esta diferencia, en
cuanto a los valores de Listeria monocytogenes evaluadas en 10 marcas de quesos frescos
artesanales, con valores de 56,00 hasta 20500,00 UFC/g, permite conocer que el 99 % de estos
quesos tienen un potencial riesgo para los consumidores del grupo de riesgo. La norma ecuatoriana
NTE INEN 1528:2012, instaura que los quesos frescos no madurados deben tener como indice
maximo permisible una ausencia total del patdgeno Listeria monocytogenes en 25 g en quesos
frescos para definir un nivel bueno y de calidad admitida ©®, estas cuantificaciones se establecen
por la normativa internacional 1SO 11290-1.

La presencia de la Listeria monocytogenes en los alimentos causa listeriosis. Los brotes de
listeriosis a menudo han sido vinculados al consumo de quesos frescos de estilo hispano (HSC),
para el 17% del total de brotes en los Estados Unidos en los tltimos diez afios ?®. En virtud de las
evidencias cientificas, el queso fresco estilo hispano, es mas comin su consumo tanto en los
Ecuador como en la poblacién hispana de los Estados Unidos, que se caracteriza por un pH casi

neutro, alto en grasa (>20 %) y baja sal (< 3%) tienen una vida Util corta que requiere refrigeracion,
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destacandose que los quesos frescos son reconocidos por ser susceptibles para el crecimiento de

Listeria monocytogenes @9,

Conclusiones

1.

2.

De acuerdo con los resultados microbioldgicos obtenidos del analisis de los quesos frescos
artesanales, todas las marcas mostraron la presencia de Listeria monocytogenes, donde
sus valores oscilan entre 56,00 hasta 20500,00 UFC/g demostrando la ausencia de
inocuidad en la elaboracion a nivel de las queseras artesanales, transporte sin cadena de
frio y la comercializacion en los cuatro mercados publicos sin mantener refrigeracion.
El 100% de las muestras de quesos analizados incumplen con la Norma NTE INEN
1528:202 establecida para Ecuador. Por lo tanto, constituyen alimentos no aptos para el
consumo Yy de alto riesgo para los consumidores, debido a que los quesos sobrepasan al
menos 102 (1000 UFC/g). El 30 % de los quesos frescos comercializados sobrepasaron 10*
(10000 UFC/qg), con valores de 10700,00 UFC/g; 199333,33 UFC/g y 205000,00 UFC/qg,
lo que constituye un riesgo microbiolégico para la poblacion sana que consume este tipo de
quesos frescos contaminados con L. monocytogenes.
El 99% de las marcas de quesos frescos artesanales expendidos en cuatro mercados publicos
de la ciudad de Riobamba, tienen una potencial de dosis respuesta para los consumidores
del grupo de riesgo, debido a que los quesos sobrepasan al menos 102 (1000UFC/qg).
El 30 % de los quesos frescos comercializados sobrepasan al menos 10* (10000 UFC/g),
con valores de 10700, 199333,33 y 205000 en UFC/g, constituyen una amenaza
potencialmente peligrosa para la poblacion sana que adquiere y consume este tipo de quesos
frescos artesanales.
La prevalencia de la Listeria monocytogenes en los quesos frescos analizados en este
estudio, corroboran los factores de riesgo en la salud destacados de la listeriosis debido al
consumo de alimentos frescos como productos lacteos, debido principalmente a sus
caracteristicas exclusivas que permiten el crecimiento de L. monocytogenes en este tipo de

alimentos.
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