Benemeérita
Universidad Autonoma de Puebla

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

“Incidencia de Listeria monocytogenes en
quesos frescos no pasteurizados provenientes
de diferentes mercados de la ciudad de Puebla

determinada mediante PCR.”

TESIS PROFESIONAL
Que para obtener el Titulo de:
Licenciatura en Ingenieria en Alimentos
Presenta:

Guadalupe Karen Baez Moreno

Director de Tesis:
D.C. Fabiola Avelino Flores

Puebla, Pue. Octubre 2018




AGRADECIMIENTOS

Primeramente agradezco a la Benemeérita Universidad Auténoma de Puebla por
abrirme las puertas y permitirme formar parte de esta gran casa de estudios,
ademds por apoyar mi formacion profesional. Asi como también a los distintos

docentes quienes se esforzaron dia a dia para brindar sus conocimientos y apoyo.

El desarrollo de esta tesis no se describe como algo sencillo, sin embargo puedo
afirmar que durante la realizacién del proyecto disfruté cada investigacion, analisis,
y en general de todo el proceso, haciendo que la conclusion de este trabajo

cumpla con mis expectativas.

Por lo cual también quiero agradecer de manera muy especial a mi asesora la Dra.
Fabiola Avelino, en primer lugar por aceptarme para realizar esta tesis y otros
trabajos de investigacion, por todo el conocimiento que ha compartido conmigo a
lo largo de casi 3 afos, por el apoyo que siempre me brindd, y sobre todo por la

enorme paciencia que tuvo para guiarme durante el desarrollo de esta tesis.

Ademas agradezco al proyecto VIEP AVFF-NAT15-17I por el financiamiento para

la realizacion del trabajo experimental.

Y por ultimo al Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla donde vivi grandes momentos, a las doctoras encargadas y

los compafieros que trabajan ahi, quienes me dejan muchas ensefianzas.



DEDICATORIA

Quiero dedicar este trabajo a mis padres, quienes son los principales promotores
de mis suefios, quienes creen en mi y que gracias a sus expectativas eh
alcanzado distintos objetivos. A mi madre por estar dispuesta a acompafiarme
durante esas largas y agotadoras noches de estudio. A mi padre por cada consejo
y todas esas palabras que me han guiado en la vida.

También quiero dedicar esta tesis y todo el trabajo que representdé a mi novio por
creer siempre en mi capacidad y por su apoyo incondicional, comprension y
carifo. Por acompafiarme durante las extensas jornadas de analisis, y por todos

los consejos y aportes para la mejora del trabajo.

A mi familia porque todos ellos representan los cimientos de mi desarrollo tanto
personal como profesional, ya que han dedicado su tiempo para ensefiarme cosas

nuevas y otorgarme aportes invaluables que mantendré presentes siempre.

Y por ultimo a todas las personas que apoyaron y creyeron en la realizacion de

esta tesis.



INDICE GENERAL

INDICE DE TABLAS ..ottt ettt sse ettt snes et e eenerene s i
INDICE DE FIGURAS ...ttt neseenenene s i
1o o (8o To] o NPT 1
Capitulo 1. ANtECEABNTES ......coiiiiiiiiiiiieeeeee e 2
Planteamiento del problema............cooiviiiiii 2

N 113 1) o= Tox T o P UPEERRR 3
(@] ] 1= 110 LSOO PPPPPPPPPPPPPI 4
ODjJEtiVOS ESPECITICOS. ... eiiiiiiiiiiiiiiiit ittt ettt e e e e e e e e eeeeeeees 4
HIPOTESIS. ..ottt eeees 4
Capitulo 2. MArCO tEOFICO ......ccveviiiiiiiiiiiieieeee ettt 5
2.1. Inocuidad AlIMENTAITA ........cceerieeeeei e 5
2.2. DefiNiCION d€ ETA .. oottt e e 5
2.3. LiSteria MONOCYIOGENES.......ccuuiieiiiiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e et e e e e e e e eeeane e e eeeaees 5
2.3.1 Factores de patogeniCidad .............cooviiiiiiiiiiiiii e 6
2.3.2 Invasion INtraCelUlAr.............uuviieiiiieee s 6
2.4, LISTEIIOSIS. ..ottt e ettt ettt e e e e e s et e e e as 6
P2 T =1 oL (=T 1T ] (oo = NP 7
2.5. 1 INCIAENCIA. ...cce ittt e e e e e 7
2.5.2 Presencia €n aliMentoS.........cc.uuuiiiiiieeiiiiiiiiee et 7
2.5.3 Brotes asoCiatdos @ QUESOS .....cceeeeieeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeiia s e e e e e e e eeeesnnaa e e eaaes 8

P2 G TR 1 1= = o P 9
2.6.1 Elaboracion Artesanal de QUESO .........cooeviiiiiieiiiiiiieeeeiee e 9



2.8. Métodos de deteccion de Listeria mONOCYtOgENEeS.........eevvveeeerriiiiiiiieeeenn. 10

2.8.1 Método MICrobIOIOQICO .......uuuruiiiiiiiiiiiiiiii e 10
2.8.2 Prueba de mOVilidad .............uuuuumimimiiiiii 11
2.8.3 Prueba de hemOliSiS. .........ooiiiiiiiiiiiee e 11
2.8.4 Prueba de Cristie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP) ........cccccoiiiiiiinnnnns 11
28 S H oIS T=T ] (oo - VU UERRPP 12
2.8.6 Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)........ccevvieiiiiiiiiiiiiiieiee e 12
2.8.6.1 FUNUAMENTO .....uuiiiiiiiiiiiiiii s 12
2.8.6.1.1 LiSterioliSING O......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
2.8.6.1.2 P60 € TP ..vuuunnuniiiiiiiiiiiii e 13
Capitulo 3. MetodolOgia .........ccovvviiiiiiiiiiii e 14
3.1. Ubicacion Espacio-temporal...........ccoevveiiiiiiiiiieeeceeees e 14
.1 L MUBSIIAS ..ccvviiiiii e 14
3.1.2 TOMA A€ MUBSIIA .....cuvriieeiiie ettt a e e 15
3.1.3 Analisis de 1aS MUEBSIIAS .........cccuuriiiiiiieeeee et 15

MONOCYtOgENES ATCC L1911 ... i e 17
3.2.1 Microorganismo empleado............oouuuiiiiiiiiiiieeece e 17
3.2.2 Descongelacion y aislamiento de la cepa tipo ......cccoevveeeviieiiiiiiiiieeeeee, 17
3.2.3 Extraccion de ADN a partir de la cepa tipo .........ceeevveeieiiiiiiiiiiiieee e, 17
3.2.4 Visualizacion del ADN por Electroforesis...........cceeeeeieeeiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 18
3.2.5 Técnica de PCR para la identificacion de Listeria monocytogenes....... 18
3.2.6 Visualizacion de los productos de PCR por Electroforesis.................... 18

3.3. Deteccion de Listeria monocytogenes en muestras de queso fresco......... 19



3.3.1 Extraccion de ADN a partir de las muestras de queso fresco............... 19

3.3.2 Técnica de PCR para la identificacién de Listeria monocytogenes en

MUESIIAS A€ QUESO fIESCO....uuuuuriiiitiiiiiiiiiiiiiiiib bbb 19

3.4. Analisis Microbiolégico para Indicadores de Calidad............cccccecvnnnnnnnnnns 20
3.4.1 Preparacion de |a MUESHIA ........c.uuiiiiiiiieeee i 20
3.4.2 Determinacion de StaphylOCOCCUS QUIEUS ..........eeeeveeeeeiiiiiiiiiieieaaaeaenns 20
3.4.3 Determinacion de Salmonella ..o 21
3.4.4 Determinacion de Mohos y Levaduras..........cccuueevviieeeniiiiiiiiiieeeeeeeeenne 21
3.4.5 Determinacion de Escherichia coli...........cccooovi 22
Capitulo 4. Resultados ¥ diSCUSION ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
e I R Y 1T 1 = L PP 23

4.1.2. Estandarizacion de la técnica de PCR a partir de la cepa de L.
MONOCYtOgeNeS ATCC L1911 ... 24

4.1.3. Deteccion de Listeria monocytogenes en muestras de queso fresco .. 28
4.1.4. Analisis Microbiologico para Indicadores de Calidad ...............ccccceeeee. 33
CONCIUSIONES......coiiiiiiieeee et 44

2] 0] [0 o = 1 - PSP 45



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Brotes de listeriosis confirmada transmitida por qUESO. ..............cccccunnnnnnne 8
Tabla 2. Cepas de coleccién empleadas en la prueba de CAMP. ............cceeeeeeen. 11
Tabla 3. Variables estandarizadas para la Técnica de PCR............cccooiviiiiennnn. 27

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Mapa satelital donde se muestra la ubicacion geografica de los
mercados de la ciudad de Puebla que fueron incluidos en el estudio. Fuente:
INEGIL. ..ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eaaaas 14

Figura 2. Esquema que muestra la metodologia general de trabajo. ................... 16

Figura 3. Grafico que muestra el niumero de quesos frescos no pasteurizados

analizados por lugar de ProCedeNCIa ...........coeeuvviiiiiiie e e 23

Figura 4. Gel de agarosa donde se muestran los resultados para la extraccion de
ADN bacteriano 1) Marcador de tamafio molecular, 2-9) ADN de Listeria
MONOCYtOgENES ATTCC L1911, .. 24

Figura 5. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones para los genes iap
60 y hly de L. monocytogenes, 1) Marcador de tamafio molecular, 2-5) Amplicones
negativos, 6) Control positivo para el gen iap 60, 7) Control negativo, 8) Control

positivo para el gen hly, 9) Control negativo. ...........ccccoeiiieeiiiiiiiiiiie e, 25

Figura 6. BLAST de la secuencia correspondiente a la cepa tipo con el iniciador

para oligonucle6tido que codifica para el gen hly.......cccooooooiiiiiiiiieec, 26



Figura 7. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones de las muestras de
gueso para el gen hly de L. monocytogenes, provenientes del mercado “I” 1)
Marcador de tamafio molecular, 2) Control positivo, 3) Control negativo 4-8),
Amplicones de MUESIIAS POSITIVOS. ......uuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 28

Figura 8. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones de las muestras de
gueso para el gen hly de L. monoctogenes, provenientes del mercado “C” 1)
Marcador de tamafio molecular, 2) Control positivo, 3) Control negativo 4-6),
Amplicones de muestras positivos 7-9) Amplicones de muestras negativos. ....... 28

Figura 9. Gréfico de porcentaje de quesos frescos no pasteurizados que dieron

resultados positivos para la deteccion de Listeria monocytogenes....................... 29

Figura 10. Grafico del porcentaje de mercados en los que las muestras de quesos
frescos no pasteurizados dieron resultados positivos para la deteccion de Listeria

MONOCYLOGEINES. ... ettt et e et et ettt e e e et et e e et e e et e e et e e ea e e et neeean e e eennas 30

Figura 11. BLAST de la secuencia correspondiente a la muestra de queso con el

iniciador para oligonucléotido que codifica para el gen hly. .......cccccooveeiiiiiiiiiinnnnn.. 32

Figura 12. Gréficos indican el porcentaje de muestras de cada indicador de
calidad microbiologica que incumplen las especificaciones de la norma NOM-243-
SSAL-20L0. .. ettt a e e e e e st raaa e e e s e e b rraeaaaaeeaaans 34

Figura 13. Graficos de Indicadores de Calidad microbiologica de las muestras

analizadas para cada mercado muestreado. .........cccceeevvviiiiiiiiiiii e 41

Figura 14. Gréfico del porcentaje general de muestras que exceden los valores
maximos permisibles de la NOM-243-SSAL1-2010. .....cccoeeeeeiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeiviinn. 42

Figura 15. Grafico que muestra el nimero de quesos frescos no pasteurizados
gue dieron resultados positivos para la deteccion de Listeria monocytogenes por

TUTo = Ugo [0 o] foTod=To [T o[ - VAPPSR 43



INTRODUCCION

Actualmente una gran cantidad de derivados lacteos siguen siendo producidos de
forma artesanal, entre los que se encuentra principalmente el queso fresco
elaborado a partir de leche sin pasteurizar; el cual es un producto de amplio
consumo por lo que se ha convertido en una importante fuente de transmisién de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) como lo es la listeriosis,
enfermedad que se considera un grave problema de salud publica debido a las
complicaciones severas con las que se manifiesta y a la alta tasa de muerte que

presenta.

La listeriosis humana, originada por Listeria monocytogenes, es transmitida por
alimentos, debido a que presenta resistencia a temperaturas de refrigeracion y
condiciones de preservacion de alimentos, se considera patdogeno de interés en

los humanos ya que ademas posee varios factores de patogenicidad.

En México y mas aun en Puebla no existen datos exactos sobre la presencia de L.
monocytogenes en alimentos, y ya que se considera que los brotes mas
frecuentes se relacionan con el consumo de queso fresco no pasteurizado, surge
la necesidad de realizar un monitoreo para determinar la calidad microbioldgica de
estos productos. Con este fin el propdsito principal de la presente investigacion fue
determinar la incidencia de L. monocytogenes en quesos frescos elaborados a
partir de leche sin pasteurizar, y para ello se estandarizaron las condiciones de la
técnica de PCR que resulta una técnica mucho mas rapida y sensible para su
deteccion, con respecto al método microbioldgico. Asi mismo uno de los objetivos
de esta investigacion consistio en la cuantificacion de los indicadores
microbiolégicos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, Mohos y
Levaduras, y Listeria monocytogenes) en muestras de queso fresco provenientes

de los mercados de la ciudad de Puebla.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES
Planteamiento del problema

Listeria monocytogenes es el agente causal de la listeriosis, enfermedad que se
estima afecta a 16,00 personas cada afio, segun datos del Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) que también reporta cifras de 19,600 brotes
de listeriosis con 11,382 hospitalizaciones y 867 muertes del 2010 al 2016 en
Estados Unidos, por lo que de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la alta tasa de muerte asociada con esta infeccion (20 a 30%) la convierte
en un grave problema de salud publica debido a las complicaciones severas que
presenta, ya que se manifiesta no solo con sintomas gastrointestinales como
nauseas, diarrea y vomitos, sino que ademas puede causar infecciones
sanguineas, meningitis, septicemias y abortos. (Ryu et al, 2013) (Torres, 2005)
(Castarfieda et al, 2014)

En contraste, en México no existen datos exactos sobre la presencia de L.
monocytogenes en los alimentos ya que la informacidén con la que se cuenta es
insuficiente. Sin embargo, cabe destacar que en 2016 se reportd en Meéxico,
Canada y Estados Unidos el retiro de productos congelados por contaminacion
con Listeria abarcando mas de 400 productos y dejando como consecuencia 8

enfermos y dos muertos de acuerdo con los reportes. (Excélsior, 2016)

Actualmente los brotes de listeriosis mas frecuentes se relacionan con el consumo
de queso fresco elaborado artesanalmente, es decir a partir de leche sin
pasteurizar, debido a que una mala practica ganadera o higiénica dentro de los
establos se puede traducir en la contaminacion de la leche cruda y por lo tanto de

los productos derivados de esta.



Justificacion

A la fecha se siguen procesando una gran cantidad de derivados lacteos de forma
artesanal, entre los cuales podemos encontrar el queso fresco; que es un producto
de amplio consumo debido a su bajo precio, aporte nutricional, y que es un
alimento listo para consumir, lo que significa que se ha convertido en una
importante fuente de transmision de enfermedades infecciosas, y ya que no es
sometido a ningun tipo de evaluacion microbiolégica previo para llegar al
consumidor, surge la necesidad de realizar un monitoreo para determinar la
calidad microbioldgica de estos productos y asi conocer su condicién, para que los
datos obtenidos contribuyan a conocer la incidencia de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos como lo es la listeriosis. Es por ello que se realizo la
cuantificacion de los indicadores microbiologicos con el fin de determinar la calidad
de quesos frescos elaborados a partir de leche sin pasteurizar para 20 de los 22
mercados de la ciudad de Puebla. Asi como la implementacion de la técnica de
PCR, que es una técnica mucho mas rapida y sensible para la deteccion de L.

monocytogenes.



Objetivos

Determinar la incidencia de Listeria monocytogenes en quesos frescos no

pasteurizados de leche de vaca, provenientes de distintos mercados de la ciudad
de Puebla.

Objetivos especificos

Estandarizar la técnica de PCR para la amplificacion de los genes iap 60 y
hly, mediante la cual sera determinada la incidencia de Listeria
monocytogenes en quesos frescos no pasteurizados.

Conocer la calidad microbiolégica de los quesos en 20 de los 22 mercados
de la ciudad de Puebla, como se indica en la NORMA Oficial Mexicana
NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, formula lactea,
producto lacteo combinado y derivados Ilacteos. Disposiciones vy
especificaciones sanitarias. Métodos de prueba. Para determinar su
cumplimiento segun los valores maximos permisibles.

Conocer la trazabilidad de los quesos para determinar el origen de aquellos

gue presenten contaminacion con Listeria monocytogenes.

Hipotesis

Hi=p>0

Listeria  monocytogenes esta presente en los quesos frescos artesanales

analizados por medio de la técnica de PCR provenientes de los mercados de la
ciudad de Puebla, incumpliendo asi la NORMA Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-

2010.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Inocuidad Alimentaria

Los alimentos no son productos totalmente estériles, por lo que pueden contener
poblaciones microbianas que varian en funcion del tipo de alimento, sin embargo,
en ocasiones pueden ser vehiculo de microorganismos patdégenos 0 sus toxinas.
Por lo tanto la inocuidad consiste en la ausencia de agentes nocivos a la salud, ya
sean fisicos, quimicos o biolégicos y es una condicidon necesaria que garantiza

gue los alimentos no causaran dafio al consumidor. (Escartin, 2000)

2.2. Definicion de ETA

Con la perdida de la inocuidad se hacen presentes las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos que producen distintos trastornos gastrointestinales,
originados por la entrada de bacterias en el organismo, siendo las principales
bacterias patdégenas asociadas a ETA’s, Salmonella spp., Staphylococcus aureus
Escherichia coli O157: H7, y Listeria monocytogenes. (Eberle & Kiess, 2012)
(Frazier, 1993)

2.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo corto, gram positivo, no esporulado, y carente
de capsula, de 1.2 x 0.5 ym. Es activamente movil a 20° C, pero a 37° C su
movilidad se vuelve nula, es anaerobio facultativo, catalasa positiva, oxidasa
negativo y no acido-resistente. Respecto a su temperatura de crecimiento, se
considera a este microorganismo psicrotrofico, aunque a 4 °C su crecimiento se
vuelve mas lento, presentando limites entre 1° y 45° C, y siendo su temperatura
optima de 30° a 37 °C. Para la destruccién de L. monocytogenes es necesario

aplicar 70 °C durante 2 a 3 minutos.

Ademas de que se puede desarrollar en una escala de pH comprendida entre 6 y
8, siendo su pH o6ptimo de 7.5. Presenta valores limite que estan entre 5y 9,
pasando estos limites se puede inhibir su crecimiento, sin embargo sobrevivira.
(Escartin, 2000), (Cabello, 2004) (Anderson & Pascual, 2000) (Jay, 2002)



2.3.1 Factores de patogenicidad

En la actualidad se admiten siete especies del género Listeria, siendo L.
monocytogenes el patdégeno de interés en los humanos ya que se han encontrado
varios factores de patogenicidad en esta como una hemolisina que ademas es
cardiotéxica, una lipolisina, un factor antifagocitario y un factor activador de
maduracion de monocitos; pero el factor de virulencia mas importante relacionado

con L. monocytogenes es la listeriolisina O (LLO). (Jay, 2002) (Cabello, 2004)

2.3.2 Invasién intracelular

Durante mecanismo de transmisiéon de listeriosis por la ruta oral Listeria
monocytogenes coloniza el tracto intestinal, y es desde aqui que el
microorganismo invade otros tejidos incluidos el torrente sanguineo y la placenta
en mujeres gestantes, siendo asi se ha comprobado que las cepas que producen
LLO son capaces de invadir determinados tejidos del organismos con la ayuda de
una proteina extracelular p60 que esta implicada en la penetracion de L.

monocytogenes a las células.

2.4. Listeriosis

La participacion de Listeria monocytogenes como patdégeno responsable de la
listeriosis y por tanto de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA),
resulta de la contaminacion de estos por el microorganismo y que ocurre en uno o
varios puntos de la cadena alimentaria a causa de las condiciones que favorecen
el crecimiento del microorganismo, asi como Ila falta de buenas practicas
ganaderas o de higiene dentro de los establos ya que se observa que la
enfermedad comienza con la infeccién de los bovinos comportandose como una
zoonosis, que sin el tratamiento adecuado éstos producirdn leche contaminada.
Ademas de la ausencia de programas de monitoreo dentro de la cadena
alimentaria, con lo que al realizar subproductos que no conlleven un tratamiento

térmico el microorganismo llegara hasta el consumidor final.



La listeriosis es una infeccion bacteriana que se produce en animales y humanos y
es causada por L. monocytogenes. Actualmente se reconoce que la mayoria de
casos de listeriosis humana es transmitida por alimentos, y a pesar de que esta
enfermedad representa una fraccion relativamente pequefia en comparacién a
otras enfermedades transmitidas por alimentos, implica un importante riesgo ya
gue representa el 3.8% de las hospitalizaciones por enfermedades transmitidas
por alimentos y el 27.6% de las muertes causadas por enfermedades transmitidas
por alimentos (Ryser & Marth, 2007)

Se considera que en un adulto puede originar infecciones gastrointestinales y
uterinas. Sin embargo se ha observado que el riesgo de contraer la enfermedad
aumenta en grupos definidos de alto riesgo. En personas inmunocomprometidas la
infeccion se caracteriza por sintomas de septicemia, meningitis, endocarditis,
abscesos, meningoencefalitis, neumonia, por mencionar algunos. En mujeres
embarazadas puede desarrollarse amnioitis e infeccién del feto al que puede
ocasionarle lesiones de tal magnitud que provoquen parto prematuro, Obito fetal e
incluso aborto (Cabello, 2004) (Ryser & Marth, 2007)

2.5. Epidemiologia

2.5.1 Incidencia
Por diversas razones el numero real de casos de listeriosis que suceden en alguna
determinada region no es exacto, sin embrago las cifras que se muestran dan una

idea del riesgo que existe de contraer la infeccion.

2.5.2 Presencia en alimentos

Desde 1981, las investigaciones epidemiolégicas han demostrado que el consumo
de alimentos contaminados es el principal vehiculo de transmision de la listeriosis.
Y en 1985 en California un brote de listeriosis con 142 casos fue atribuido a queso
estilo mexicano con un indice de mortalidad del 33.8%, en donde la leche cruda
utilizada para preparar el queso es la principal sospechosa del origen de la
contaminacion. (Jay, 2002) (Doyl et al, 2001)



De este modo el principal alimento que resulta objeto de estudio es la leche cruda,
ya que una mala practica higiénica dentro de los establos se puede traducir en la
contaminacion de la leche cruda y por tanto de los productos derivados de esta.

A la fecha los brotes mas frecuentes se asocian con el consumo de queso fresco,
gueso de pasta blanda, y madurados, ademas de otros alimentos no lacteos como
hortalizas crudas, y productos carnicos elaborados como el paté y el salami.

2.5.3 Brotes asociados a quesos

A partir de la evidencia observada desde el brote de 1985 se hace notar que la
causa mas frecuente de contaminacién del queso es la utilizacién de leche cruda
para su produccion. En la tabla 1 se muestran los brotes de listeriosis humana

causados por el consumo de queso de los ultimos afios.

Tabla 1. Brotes de listeriosis confirmada transmitida por queso.

Pais Afo N° de casos N° de muertes Serotipo
USA 2000-01 12 0 4b
Canada 2002 27 0 NR
EUA 2003 13 1 4b
EUA 2006 3 1 4b
EUA 2012 22 4 NR
EUA 2013 6 1 NR

EUA - 2014 5 1 NR
EUA 2015 30 3 NR
EUA - 2017 8 2 NR

NR: No Reportado

Referencias: Callejo (2008), Castafieda et al.(2014), CDC (2017).



2.6. Queso
Se denomina queso al producto de la cuajada de la leche, por coagulacion de la
caseina. Y que resulta en la concentracion de los principales componentes de la

leche. Estos se pueden clasificar en madurados, frescos o fundidos.

Los quesos Frescos o quesos blandos estilo mexicano son quesos de pasta
blanda que no requieren coccion, esta categoria comprende los quesos de leche
entera, descremada y semidescremada, quesos de la crema y doble crema,
requeson, y Panelas balcanicas. (Moreno, 2007) (Scott, 2003)

2.6.1 Elaboracién Artesanal de Queso

La Elaboracion de queso fresco comienza con la leche cruda a la que se afade
cuajo en una concentracion de 0.003%, cuando esta ha cuajado se procede a su
corte, hasta formar pequefias particulas en forma de cubo suspendidas en el
suero que posteriormente se someten a un desuerado, después se afade sal de
2 a 3% y se introduce en moldes para ser prensados durante 24 horas para

obtener el producto terminado.

De este modo resulta de importancia conocer el estado de los productos en los
distintos puntos de la cadena alimentaria, llevando a cabo un seguimiento de

estos. Siendo asi se expone la importancia del estudio de trazabilidad.

2.7 Trazabilidad

De acuerdo con el codex alimentaruis (en su 272 sesion celebrada de 28 de junio a
3 de julio de 2004), la trazabilidad es la capacidad para seguir el movimiento de un
alimento a través de diferentes etapas especificadas de produccion,

transformacion y distribucion.

En otras palabras, se refiere al rastreo o seguimiento de un producto o lote de
productos a lo largo de la cadena alimentaria, lo cual permite conocer la evolucion

de estos y su trayectoria.



Ademas del seguimiento del producto se debe garantizar la inocuidad de los
productos elaborados por lo que se hace necesario realizar una evaluaciéon que
determine la presencia de microorganismos patdégenos como lo es Listeria

monocytogenes por lo que existen distintos métodos y técnicas para su deteccion.
2.8. Métodos de deteccidn de Listeria monocytogenes

2.8.1 Método microbioldgico

Debido a los brotes de listeriosis asociados a alimentos, se han probado varios
métodos para la deteccion microbiologia de L. monocytogenes y en consecuencia
se implementé la Norma Oficial Mexicana NOM-143-SSA1-1995, Bienes y
Servicios. Método de Prueba Microbiologico Para Alimentos. Determinacion de

Listeria monocytogenes. Que establece la siguiente metodologia:

Se toma una muestra representativa del alimento de 25 g en un recipiente
conteniendo 225 mL de medio de enriquecimiento (EB), homogeneizar e incubar
por 48 h a 30°C.

Después de 24 y 48 h de incubacion en el medio EB, resembrar en medios LMP y
OXA. Incubar las placas del medio LMP a 30°C por 24 a 48 h y las de medio OXA
a 35°C por el mismo periodo. Observar el crecimiento en las placas del medio
LMP. En este medio generalmente aparecen las colonias de color blanco o azul
iridiscentes. En el medio OXA las colonias de Listeria son negras, con halo negro.
Algunas colonias pueden aparecer con un tono café oscuro que se define mejor a

los siete dias de incubacion.

Seleccionar las colonias tipicas del medio de OXA o LMP y pasar a placas de
medio ASTEL que podran utilizarse como inéculo para realizar pruebas de

identificacion.
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2.8.2 Prueba de movilidad

En Fresco

Hacer preparaciones en fresco (en gota suspendida o entre porta y cubreobjetos)
utilizando solucién salina al 0,85%. La suspension debe ser densa y emulsificarse
completamente, observar con objetivo de inmersién en un microscopio. Las
células de Listeria spp son bacilos cortos con movilidad rotatoria. Los bacilos con

movimientos rapidos no son Listeria spp.

En Agar
Inocular el medio SIM o MTM, incubar por 7 dias a temperatura ambiente (20-
25°C), observar diariamente. Las especies de Listeria son moviles, dando un

crecimiento tipico en forma de paraguas.

2.8.3 Prueba de hemdlisis

Dibujar una cuadricula de 20 a 25 espacios en el fondo de la placa de agar sangre
de carnero al 5%. Inocular por picadura un cuadro por cada cultivo. Incubar por 48
h a 35°C. Al inocular, observar la reaccion hemolitica en las placas con la
produccion de una zona ligeramente clara alrededor del punto de picadura.

Confirmar las reacciones dudosas con la prueba de CAMP.

2.8.4 Prueba de Cristie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP)
Para llevar a cabo esta prueba se emplean distintas cepas de coleccion, como las

gue se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de coleccion empleadas en la prueba de CAMP.

Staphylococcus aureus Rhodococcus equi
ATCC 49444
NCTC 7428 ATCC 6339
ATCC 25923 NCTC 1621
CIP 5710

Referencia: Norma Oficial Mexicana NOM-143-SSA1-1995.
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En una placa de agar sangre de carnero sembrar una estria de la cepa de S.
aureus y, paralelamente una de R. equi, separadas lo suficiente para que entre
éstas se puedan estriar perpendicularmente las cepas sospechosas de Listeria,
sin que lleguen a tocarse. Después de 24 y 48 h de incubacién 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.

2.8.5 Serologia

La determinacion de los tipos serolégicos de Listeria se aplica cuando las
consideraciones epidemioldgicas sean cruciales. Primero se inocula en caldo de
triptosa por 24 h a 35°C. Para transferirse a dos tubos de agar inclinado de triptosa
e incubar 24 h a 35°C. Para realizar la prueba se pueden utilizar sueros
comerciales, siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente se comparan
los resultados obtenidos con el cuadro 8 presente en la norma NOM-143-SSA1-
1995 y se determina el género y especie de las cepas aisladas. La
correspondencia de resultados con el cuadro anterior indica la presencia del

género Listeria.

2.8.6 Reaccidén en Cadena Polimerasa (PCR)

Esta técnica se basa en la identificacion de microorganismos mas que en su
recuento. En donde una sola molécula de ADN de muestra podra sera amplificado
de tal forma que el producto obtenido se podra visualizar en geles de agarosa. Por
lo que los resultados se obtienen en un tiempo no mayor a 6 horas. De este modo
la técnica de PCR presenta una gran eficacia para la deteccion de los
microorganismos patégenos transmitidos por alimentos para los cuales no existen

actualmente procedimientos mas rapidos para su deteccion. (Jay, 2002)

2.8.6.1 Fundamento
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica de amplificacion
enzimatica “in vitro” de fragmentos de ADN (Arnaiz et al, 1995) la cual consiste en

una sintesis enzimatica, es decir una amplificacion de hasta 10° veces de un
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segmento de ADN molde por medio de una Taq polimerasa dirigida por dicho
molde y que se extiende a partir de dos iniciadores apropiados cebadores de ADN
oligonucleotidicos monocatenarios especificos y antiparalelos hibridados al molde.
La reaccion se genera cuando se mezclan los reactivos antes mencionados y se
someten a ciclos concecutivos de desnaturalizacion del ADN molde, permitiendo el
alineamiento de los iniciadores donde se hibridaran a sus respectivas regiones
complementarias del ADN molde, y la sintesis exponencial del producto de

amplificacion o extension. (Castro, 2005) (Arnaiz et al, 1995)

2.8.6.1.1 Listeriolisina O

La Listeriolisina O (LLO) es una toxina activada por el tiol y es la responsable de la
hemdlisis-B, es decir la actividad litica sobre los eritrocitos, la cual ha sido
detectada en todas las cepas de L. monocytogenes incluso en algunas que no
eran hemoliticas. El gen que codifica la produccion de LLO es cromosomico y ha
sido denominado hly. (Jay, 2002) (Doyl et al, 2001)

2.8.6.1.2p60eiap

Se ha probado que las cepa que producen LLO son capaces de invadir
determinados tejidos del organismo, sin embargo esta LLO no interviene en la
penetracion de los fagocitos, de modo que la penetracion es favorecida por una
proteina extracelular distinta de 60 kGa denominada p60. Su gen fue llamado iap
por las letras iniciales de las palabras que componen su denominacion de proteina

asociada con la invasion. (Doyl et al, 2001)
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Ubicacién Espacio-temporal

El proyecto se realizé en el Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas CICM-ICUAP de la Benemeérita
Universidad Autonoma de Puebla.

3.1.1 Muestras

En la ciudad de Puebla estan en funcionamiento con registro oficial 22 mercados,
de los que se muestrearon 20 mercados, éstos fueron seleccionados a modo de
gue quedaran representadas todas las zonas de la ciudad haciendo el muestreo

representativo con un intervalo de confianza del 95%; y precision del 3%.
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Figura 1. Mapa satelital donde se muestra la ubicacion geogréfica de los mercados de la ciudad de
Puebla que fueron incluidos en el estudio. Fuente: INEGI.
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3.1.2 Toma de Muestra

Se visitaron los mercados para determinar el nimero de expendios de quesos
frescos no pasteurizados y se realizd6 una breve entrevista a los expendedores,
sobre el tipo de quesos que vendian y su procedencia en caso de no ser
productores, asi como también el tipo de almacenaje al que sometian su producto
en caso de no adquirirlo diariamente. Con esta informacion se determiné el
namero total de expendios y quesos que se analizaron de cada mercado. Ademas
de que la informacién obtenida contribuy6 a conocer la trazabilidad de los quesos

analizados.

Posteriormente la toma de muestras asi como su manejo y transporte hasta el
laboratorio se llevo a cabo conforme a lo que se establece en la norma NOM-109-
SSA1-1994. PROCEDIMIENTOS PARA TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.
Utilizando para ello bolsas individuales y estériles bien identificadas para cada
gueso. El transporte se realiz6 a temperatura de refrigeracion y sin tiempos

prolongados de traslado.

3.1.3 Analisis de las Muestras

Estando las muestras en el laboratorio se procedié de forma inmediata a realizar el
analisis microbiolégico para los indicadores de calidad y la busqueda de Listeria
monocytogenes en las muestras de queso obtenidas, lo cual se llevé a cabo como

se muestra de forma general en la Figura 2.
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3.2. Estandarizacion de la técnica de PCR a partir de la cepa de L.
monocytogenes ATCC 19111

3.2.1 Microorganismo empleado

Para llevar a cabo la estandarizacion de la PCR para la amplificacion de los genes
iap y hly se usé como cepa control a Listeria monocytogenes ATCC 1911 que se
obtuvo del cepario del Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiologicas ICUAP-BUAP.

3.2.2 Descongelacion y aislamiento de la cepa tipo

La cepa de Listeria monocytogenes ATCC 1911 se sometié a una descongelacién
lenta desde -70°C manteniéndola en hielo durante 30 minutos o hasta su completa
descongelacion. Una vez descongelada se sembré masivamente en placas de
agar BRUCELLA-BUAP y estas fueron incubadas a 37°C, durante 24 horas.

3.2.3 Extraccion de ADN a partir de la cepa tipo

Habiendo pasado las 24 horas de incubacion se llevé a cabo la extraccion de
ADN, haciendo uso del kit Quick-gDNA MiniPrep, para lo cual se realiz6 una
suspension del cultivo bacteriano en 200 yL de agua estéril en un microtubo
(Eppendorf) agitando perfectamente durante 5 minutos, dicha suspension se
trasfirid a una columna de extraccion contenida en tubo colector que sirvié como
soporte y se centrifugd a 11000 rpm durante 1 minuto, y posteriormente se
decanto el liquido del tubo colector. Se le afiadi6 a la columna 200 pL de buffer de
prelavado y nuevamente se centrifugd a 11000 rpm durante 1 minuto y se decanté
el liquido. Posteriormente se le afiadié a la columna 500 uL de buffer de lavado
donde nuevamente se centrifugé a 11000 rpm durante 1 minuto y se decanto el
liquido, finalmente se transfiri6 la columna de extraccibn a un microtubo
(Eppendorf) nuevo y estéril, y se agregaron 50 yL de agua estéril, se incub6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos y posteriormente se centrifugé a 12000

rpm durante 45 segundos, con lo cual se obtuvo el ADN purificado de la cepa tipo.
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3.2.4 Visualizacion del ADN por Electroforesis

Para poder observar los productos de la extraccion fueron sometidos a una
electroforesis mezclando 5 pL del ADN bacteriano obtenido con 2 pyL de Loading
buffer 6X para ADN (Invitrogen), que fueron depositados en pozos de gel de
agarosa al 1% (p/v) y separados a 90 volts durante 60 minutos, en tampon TAE 1X
(40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8 % 0.2), empleandose como marcador de
tamafo molecular 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Dicho gel fue tefido en
bromuro de etidio (5 pg/mL) durante 10 minutos para poder visualizar los
amplicones en el transiluminador UV (Fotodyne Inc.).

3.2.5 Técnica de PCR para la identificacion de Listeria monocytogenes.

Para la reaccion de PCR se usaron por separado los iniciadores para
oligonucledtidos que estan basados en la secuencia del gen iap 60 (Sentido:
AAAAGCAACTATCGCGGCGGCTA, Antisentido: CAGCAGCAGCAACCTCATTA)
y los que estdn basados en la secuencia del gen hly (Sentido:
AGAAACACGCGGATGAAATC, Antisentido: TCGCTTTTACGAGAGCACCT).

El volumen total de la reaccion fue de 25 uL, conteniendo 12.5 pL de Taq
polimerasa, 0.1 uL del iniciador Sentido y 0.1 pL del iniciador Antisentido, 3 pL del
ADN purificado de la cepa tipo y 9.3 pL de agua estéril para PCR.

Se empleé un termociclador (miniPCR™) con un programa que consta de una
desnaturalizacion inicial del ADN molde a 94°C durante 4 minutos, seguido de 30
ciclos consecutivos que incluyen una desnaturalizacion a 94°C por un minuto, la
alineacion de los iniciadores a 52°C durante 1 minuto, y una extension a 72°C

durante un minuto, con un ciclo de extension final a 72°C durante 5 minutos.

3.2.6 Visualizacion de los productos de PCR por Electroforesis

Los productos de PCR fueron visualizados por medio de una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5% (p/v), y separados a 90 volts durante 60 minutos, en
tampon TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8 + 0.2), dicho gel se tifi¢ en

bromuro de etidio (5 pg/ml) durante 10 minutos para poder visualizar y fotografiar
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los amplicones en el transiluminador UV (Fotodyne Inc.). Como marcador de

tamafo molecular se empled 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

3.3. Deteccion de Listeria monocytogenes en muestras de queso
fresco

Con las condiciones de reaccion ya estandarizadas para la técnica de PCR a partir
de la cepa tipo, se procedi6 a la deteccion de este microorganismo en las

muestras de queso fresco como sigue.

3.3.1 Extraccién de ADN a partir de las muestras de queso fresco

Se obtuvo ADN bacteriano a partir de las muestras de queso por medio de una
suspension de queso en caldo BRUCELLA-BUAP en relacion 1:10 que
posteriormente se incubo a 37°C durante 3 horas, pasado el tiempo se tom6 una
alicuota de 50 ml de la suspension que se centrifugo a 1500 rpm durante 5
minutos, se decantd el sobrenadante en un tubo conico estéril que fue
centrifugado a 7000 rpm durante 10 minutos, se desechd el sobrenadante
obteniendo un pellet de células que fue sometido a una extraccion haciendo uso
del kit Quick-gDNA MiniPrep y su metodologia antes descrita. Los productos

fueron visualizados por electroforesis como se indica en el punto 2.4.

3.3.2 Técnica de PCR para la identificacion de Listeria monocytogenes en
muestras de queso fresco

Para la reaccion de PCR se procedié con el programa ya estandarizado como se
indica en el punto 2.5, solo los voliumenes de reaccion se modificaron, al contener
12.5 uL de Taq polimerasa, 0.1 uL del iniciador Sentido y 0.1 pL del iniciador
Antisentido, 5 pL del ADN bacteriano que se extrajo de las muestras de queso y
7.3 uL de agua estéril para PCR, obteniendo un volumen total de reaccion de 25
ML. Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis como se describe

en el punto 2.6.
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3.4. Analisis Microbiolégico para Indicadores de Calidad

De acuerdo con las especificaciones microbiolégicas de la NORMA Oficial
Mexicana NOM-243-SSA1-2010, Productos y servicios. Leche, férmula lactea,
producto lacteo combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones
sanitarias. Métodos de prueba. Para queso fresco se realizé la deteccion de:
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Escherichia coli, Mohos y levaduras
como indicadores de calidad.

3.4.1 Preparacion de la muestra
El procesamiento de la muestra se llevd a cabo de acuerdo con lo establece el
Apéndice B en el apartado B.9.4.1.2 de la norma NOM-243-SSA1-2010.

En donde se pesaron de 10 g. de queso tomandolo de forma aleatoria y buscando
Su representatividad, estos fueron transferidos a un vaso de licuadora estéril, y al
cual se adicionaron 90 mL del diluyente (agua peptonada), se opero la licuadora
durante 1 minuto a velocidad maxima hasta obtener una suspension homogénea.
Después de esta suspension fue transferido 1 mL en un tubo falcon que contenia
9 mL del diluyente. Se repitid6 el paso anterior hasta obtener el numero de

diluciones adecuadas.

3.4.2 Determinacion de Staphylococcus aureus
La investigacion y recuento de este grupo indicador se realiz6 de acuerdo a lo que
establece la metodologia del Apéndice B11 de la norma NOM-243-SSA1-2010.

Primero se depositaron 100 uL de cada dilucion en placas de agar Baird-Parker,
para distribuir el in6culo sobre la superficie del agar hasta que fue absorbido y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente se seleccionaron las colonias
tipicas para resembrar en caldo infusién cerebro corazén, y se incubaron a 37°C
durante 24 horas. Después se agreg0 al cultivo anterior 200 pL de plasma de
conejo diluido en solucion salina que se incubd en bafio de agua a 37°C para
observar durante 6 horas la posible formacion de coagulo, si no se presentaba

durante ese tiempo, se observaria hasta las 24 horas.
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3.4.3 Determinacion de Salmonella

De acuerdo a lo que establece la técnica del Apéndice B12 de la norma NOM-243-
SSA1-2010; Primeramente se tomaron 25 g de la muestra de queso, que fueron
transferidos a un vaso de licuadora estéril, y al cual se adicionaron 225 mL de
medio de preenriquecimiento (agua de peptona tamponada) para licuar durante un
minuto a velocidad maxima. La suspension resultante fue incubada a 37°C por 24
horas. Después se transfiri6 1 mL de la suspensién a tubos con 10 mL de medio

de enriquecimiento (Caldo tetrationato) y se incubé a 37°C por 24 horas.

Posteriormente se sembrd por estria en medios selectivos (Agar Xilosa Llisina
Desoxicolato, Agar Verde Brillante, Agar Sulfito de Bismuto, Agar para Salmonella
y Shigella y Agar McConkey), y se incubaron a 37°C por 24 horas Después se
seleccionaron las colonias tipicas de cada placa para inocular tubos de pruebas
bioquimicas (Agar de tres Azucares y Hierro, Agar de Hierro y Lisina, Agar MIO,
Agar Citrato de Simmons, Caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer, y Caldo Urea),
los cuales se incubaron a 37°C por 24 horas. Se observé el crecimiento en los
tubos y se consultaron los resultados obtenidos en el cuadro 2 del apéndice

B.12.4.6.2 para la presunta identificacion de Salmonella.

3.4.4 Determinacion de Mohos y Levaduras
La deteccion y recuento de este grupo indicador se llevd a cabo conforme al
Apéndice B.17 de la norma NOM-243-SSA1-2010.

Se deposito por duplicado en cajas Petri 1 mL de cada una de las diluciones de
muestra y se agregaron de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado y
fundido. Se mezclé bien el medio con el inoculo y se dejaron reposar las cajas
para permitir que la mezcla gelificara. Una vez gelificado el medio se incubaron a
25°C. Se contaron las colonias de cada placa a los 3, 4 y 5 dias de incubacién. Si
después de 5 dias alguna parte de la caja mostro crecimiento extendido de mohos
o si resulto dificil contar colonias bien aisladas, se consideraron los conteos de 4 o0

3 dias de incubacion.
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3.4.5 Determinacion de Escherichia coli

La estimacién de la Densidad Microbiana de este grupo indicador se llevo a cabo
de acuerdo a la metodologia descrita en el apéndice normativo B.18 de la norma
NOM-243-SSA1-2010.

Para la prueba presuntiva se transfiri6 1 mL de cada dilucién de la muestra por
triplicado a tubos con medio de enriquecimiento selectivo (Caldo lauril sulfato
triptosa). Dichos tubos se incubaron a 37°C por 24 horas y se observo la
formacién de gas y turbidez del medio en los tubos positivos, prolongando el
tiempo de incubacién hasta por 48 horas en caso de no observarse la formacion
de gas y turbidez del medio.

Para la prueba confirmativa, se tomaron 200 pyL de cada tubo positivo para
sembrarlos en un nimero igual de tubos con medio de confirmacién (Caldo E. coli)
y fueron incubados a 44°C por 24 horas, tiempo que se prolongaria hasta por 48
horas si no habia formacion de gas. Por ultimo se realizé el conteo de tubos de la
prueba confirmativa positivos para buscar el NMP en las tablas correspondientes

del apéndice B.18.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 Muestras

De los 22 mercados registrados en la ciudad de Puebla, se muestrearon en total

20 mercados, obteniéndose un total de 126 quesos frescos no pasteurizados de

leche de vaca, provenientes de diferentes lugares, destacan los de Chipilo de

donde se obtuvieron 23 muestras (18.2%), Tlaxcala con 19 muestras (15%) y

Santa Maria Tonanzintla con 14 muestras (11.1%), entre otros como se muestra
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Figura 3. Gréfico que muestra el nimero de quesos frescos no pasteurizados analizados por lugar

de procedencia
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Las muestras que se obtuvieron de estos mercados fueron transportadas en
cadena de frio hasta el laboratorio del CICM-ICUAP-BUAP conforme a lo que
establece la NOM-109-SSA1-1994 mencionada en el punto 3.1.2 del capitulo 3,

realizando su analisis en un tiempo no mayor a 2 horas.

Como se puede observar en el gréfico de la Figura 3 existe una gran cantidad de
productores que elaboran queso fresco de forma artesanal, observandose 28
lugares de procedencia para las muestras analizadas. De las cuales se encontré
contaminacién con Listeria monocytogenes en muestras de los dos lugares de

procedencia con mayor niumero de quesos frescos obtenidos (Chipilo y Tlaxcala).

4.1.2. Estandarizacion de la técnica de PCR a partir de la cepa de L.
monocytogenes ATCC 19111

El primer paso para la determinacion de Listeria monocytogenes por medio de la
técnica de PCR consisti0 en la extraccion de ADN bacteriano de la cepa tipo
ATCC 19111 durante la estandarizacion de la técnica, y posteriormente de las
muestras de queso fresco, lo cual se realizé siguiendo las instrucciones del kit
gDNA MiniPrep, no fue necesario hacer ajustes o el uso de algun otro implemento.
Y para lo cual se obtuvieron los resultados esperados al visualizar las bandas

correspondientes, (Figura 4).
pb 1 2 3 4 5 6 7 8

12000
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1000
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Figura 4. Gel de agarosa donde se muestran los resultados para la extraccion de ADN bacteriano
1) Marcador de tamafio molecular, 2-8) ADN de Listeria monocytogenes ATTCC 19111.
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Después de visualizar los resultados de la extraccion y corroborar la obtencion de
ADN bacteriano, se llevo a cabo la técnica de PCR de punto final para la cepa tipo
de Listeria monocytogenes ATCC 19111, en donde se obtuvo para el gen iap 60
un amplicén de 234 pb y para el gen hly un amplicén de 237 pb, como muestra la
Figura 5. De tal modo que quedaron estandarizadas las condiciones de reaccion

para la posterior busqueda del patégeno en las muestras de queso.

b 1 2 3 4 5 6 7 8 9

12000
2000
1000
Amplicén Amplicén
para gen para gen
iap 60 1)
200

Figura 5. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones para los genes iap 60 y hly de L.
monocytogenes, 1) Marcador de tamafio molecular, 2-5) Amplicones negativos, 6) Control positivo
para el gen iap 60, 7) Control negativo, 8) Control positivo para el gen hly, 9) Control negativo.

Adicionalmente se enviaron a secuenciar dos amplicones positivos de la cepa tipo
para confirmar la identificacion de Listeria monocytogenes por medio de la técnica

de PCR, obteniendo los siguientes resultados:

= Secuencia gendmica de la cepa tipo de Listeria monocytogenes ATCC 19111
usando el iniciador para oligonucleotido que codifica para el gen iap 60 (182 pb)
>CPLAP: AATCGCATCCGCAAGCACTGTAGTAGTCGAAGCTGGGTTGAATT
AACTCTCTTGTGGGGTATCGCACAAAGTAAAGGGACTACTGTTGACGCAAT
TAAAAAAGCAAACAATTTAACAACAGATAAAATCGTACCAGGTCAAAAATTA
CAAGTAAATAATGAGGTAGACTAGACATGCTGAAG
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= Secuencia gendmica de la cepa tipo de Listeria monocytogenes ATCC 19111
usando el iniciador para oligonucleotido que codifica para el gen hly (206 pb)
>CPLIS: ATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGA
CAAATGTGCCGCCAAGAAAGGTTAACCAAAGATGGAAATGAATATATTGTT
GTGGAGAAAAAGAAGAAATCCATCAATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTT
GTGAATGCAATCCTCGAGCCTAACCTATCCAGGTGCTACATCGATAAAAGC
GAGACTAA

Estas secuencias se sometieron a un analisis en la base de datos BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) obteniendo un valor E menor a 1 y una identidad del
96% como muestra la Figura 6.

i Alignments o
Max Total Query E

Description scorelsocial coverllvaite Ident  Accession
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds. strain: Y1201b 320 320 97% 1e-83 96% LC259909.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O. complete cds. strain: 1b807pC 320 320 97% 1e-83 96% LC259879.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds. strain: K109fN 320 320 97% 1e-83 96% LC259875.1
Listeria monocytogenes hly.gene for listeriolysin O. complete cds. strain: 121170 320 320 97% 1e-83 96% LC259868.1
Listeria monocytegenes hly. gene for listeriolysin O. complete cds. strain; Tyclin1 320 320 97% 1e-83 96% LC259853.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds. strain: Si513¢ 320 320 97% 1e-83 96% LC259848.1

B Download v GenBank Graphics

Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds, strain: Y1201b
Sequence ID: LC259909.1 Length: 1997 Number of Matches: 1
> See 3 more title(s)

Range 1: 417 to 611 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
320 bits(173) le-83 193/201(96%) 7/201(3%) Plus/Plus

Query 1 ATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGCCAA 60

COLLUEEREEEEEE e LR ee e e e Ee e et
Sbjct 417 ATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGCCAA 476

Query 61 GAAA-GGTTAACCAAAGATGGAAATGAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATCCAT 119

. CEUE LEEEE DEEEREER e et et p et e e e et
Sbjct 477 GAAAAGGTTA--CAAAGATGGAAATGAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATCCAT 534

Query 120 CAATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAATCCTCGAGCCTAACCTATCCAG 179

" |llII|[llII]l||IIll'lllllllllllllll'lll LELLLEERLLEERLLLEL
Sbjct 535 AAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAATT -TCGAGCCTAACCTATCCAG 593

Query 182 GTGCTACATCGATAAAAGCGA 200

LLCEE L LEE TELLLEnLL
Sbjct 594 GTGCT-C-TCG-TAAAAGCGA 611

Figura 6. BLAST de la secuencia correspondiente a la cepa tipo con el iniciador para
oligonucletido que codifica para el gen hly.
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Mientras que algunos autores utilizan la secuenciacion de nucleétidos para la
determinacion de microbiota como es el caso de Escobar-Zepeda et al., quienes
mediante el uso de una secuenciacion de metagenoma completo realizaron un
analisis del microbioma de queso Cotija, en esta investigacion la secuencia
genomica de los amplicones positivos de las muestras en las que se identificd a L.
monocytogenes se sometid a un analisis en la base de datos BLAST para verificar
la similitud de las secuencias nucleotidicas depositadas en esta base de datos
contra las obtenidas. Y de esta forma corroborar la identificacion de Listeria

monocytogenes por medio de la técnica de PCR.

Por lo tanto, al final de un plazo aproximado de 6 meses quedaron estandarizadas
las condiciones de la técnica de PCR para la busqueda de Listeria monocytogenes

en quesos frescos, las cuales se muestran resumidas en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables estandarizadas para la Técnica de PCR.

Condiciones

Variables
Iniciadores Secuencia basada en
para el gen iap 60

S: AAAAGCAACTATCGCGGCGGCTA

A: CAGCAGCAGCAACCTCATTA

. - Secuencia basada en
oligonucleétido

S: AGAAACACGCGGATGAAATC

el gen hly A: TCGCTTTTACGAGAGCACCT
Desnaturalizacion: 94°
Temperatura Alineamiento: 52°
Extension: 72°
Programa Desnaturalizacion: 4 min / 1 min
Tiempo Alineamiento: 1 min
Extension: 1 min /5 min
Ciclos 30
Imqadores para 0.1 L
Volamenes de oligonucletido
- ADN de la cepa tipo 3.0 uL
reaccion .
ADN bacteriano de las 5.0 L

muestras de queso
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4.1.3. Deteccion de Listeria monocytogenes en muestras de queso fresco

Una vez estandarizadas las condiciones de reaccion para la técnica de PCR se
realizé el analisis de las muestras de queso fresco, de manera que se identifico la
presencia Listeria monocytogenes en dichas muestras. Las Figuras 7 y 8
presentan geles de agarosa en los que se observaron las bandas de amplificacién

correspondientes con el tamafio de amplicon de la cepa tipo de L. monocytogenes.

b 1 2 3 4 5 6 7 8
12000

237 pb

200

Figura 7. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones de las muestras de queso para el gen
hly de L. monoctogenes, provenientes del mercado “I” 1) Marcador de tamafio molecular, 2) Control
positivo, 3) Control negativo 4-8), Amplicones de muestras positivos.

b 1 2 3 4 5 6 7 8 O
12000

237 pb

Figura 8. Gel de agarosa donde se muestran los amplicones de las muestras de queso para el gen
hly de L. monocytogenes, provenientes del mercado “C” 1) Marcador de tamafio molecular, 2)
Control positivo, 3) Control negativo 4-6), Amplicones de muestras positivos 7-9) Amplicones de
muestras negativos.
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De tal manera que se logro identificar a Listeria monocytogenes en un total de 12
muestras que representan el 9.5% del total de quesos analizados como se

observa en la Figura 9.

9.5%

Porcentaje de muestras
negativas

Porcentaje de muestras
positivos

Figura 9. Gréfico de porcentaje de quesos frescos no pasteurizados que dieron resultados
positivos para la deteccidon de Listeria monocytogenes.

Por consiguiente como presenta la Figura 9, se observd una incidencia de Listeria
monocytogenes del 9.5% lo que concuerda con los datos obtenidos por Soto et al.,
guienes reportan una incidencia del 9.3% en un estudio similar llevado a cabo en
Sinaloa, con 75 muestras obtenidas de mercados minoristas. A pesar de que se
considere baja la incidencia de L. monocytogenes que se muestra en esta
investigacion, su identificacion no deja de representar un gran riesgo para la salud

publica al estar presente en un alimento listo para consumir.

Ademas dichos quesos provenian de 4 mercados diferentes (16%) de los 20

mercados muestreados como se presenta en la Figura 10.
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Figura 10. Gréfico del porcentaje de mercados en los que las muestras de quesos frescos no
pasteurizados dieron resultados positivos para la deteccion de Listeria monocytogenes.

De igual forma, el porcentaje de mercados (16%) en los que se encontraron
muestras contaminadas expresado en la Figura 10, demuestra la necesidad de
implementar medidas sanitarias que garanticen la inocuidad de los productos que

llegan hasta el consumidor.

Cabe mencionar que en la ciudad de Puebla no se tienen antecedentes de
estudios para la busqueda de Listeria monocytogenes en quesos frescos
provenientes de mercados, de modo tal que esta investigacion es la primera en
dar a conocer la situacion real de la calidad higienicosanitaria de estos productos
dentro de la ciudad. Ademas de proponer la técnica de PCR para su busqueda,

gue presenta mayores ventajas que el método microbiologico tradicional.

Aparte al igual que con los amplicones positivos para la cepa tipo, se enviaron a
secuenciar dos amplicones positivos de una de las muestras de queso, obteniendo

los siguientes resultados:
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Secuencia gendémica de las muestras de queso en las que se identificé a
Listeria. monocytogenes usando el iniciador para oligonucledtido que codifica
para el gen iap 60 (597 pb)

>QULAP: CAGAGCAAGGGTGGCGATTATGAGTGACCATGGACCTTGCTCG
AAAGATCGTAAACTATCTGGTCAGTGTCGCAGCCAAAGTAAGCACGACATA
GGGTCACCGTTGAACNTCTGGCGAGTAACANCTCCNTACTGGGTTTGAGC
GATTCAGCCTAGTCCACANTGTGGGANTAGTGCGTTGCAATNGCTGTCCA
TNCGACGNAGTGCANTGAGCCACNGNGAGTANCNTCAGCTGTCGNTAAC
GTAGCGGACTAGAGTGTAACACACAATATGGCTACAAATGAGATTCGTGC
ACGGNCTACGATCTGTGGTACTAGGTGGCAAATACTGNCANTGATGAAAT
GCCNCGTATTAAGGGTNACNCTGTAGGGACAAATTGAGGGACCCTGAGG
GGAACGCCAAAAAAAATGTGGATTGAAACGAAAACATGGTTAAAGGAGGG
CCTTAAGGAAACCCGGGTGGATTTACTCAGGGTCCCGTGNTGNCCGCCAT
GCGGACCGNTGNAGGGCAAATTAAAGGTTGGTGCCCGNTCNCCGNATGT
TGAAAAAAAGAAGTCGATNGCTCGTAGAGTTGGGTGAAGAAGAGNGGTGC
AGGGAT

Secuencia genomica de las muestras de queso en las que se identifico a
Listeria monocytogenes usando el iniciador para oligonucleétido que codifica
para el gen hly (201 pb)

>QULIS: ATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGA
CAAATGTGCCGCCAAGAAAAGGTTACAAAGATGGAAATGAATATATTGTTG
TGGAGAAAAAGAAGAAATCCATCAATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTG
TGAATGCAATTTCGAGCCTAACCCTATCCAGGTGCTCTCGTAAAAGCGAGA
CAA

Estas secuencias se sometieron a un analisis en la base de datos BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) como muestra la Figura 11.
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i1 Alignments o
Max Total Query E

Description scive | scorel aoner A vaxia Ident Accession

Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds. strain: Y1201b 355 355 97% 3e-94 99% LC259909.1 |
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O. complete cds. strain: [b807pC 355 355 97% 3e-94 99% LC259879.1

J Listeria monocytogenes hly. gene for listeriolysin O. complete cds. strain: K109fN 355 355 O7% 3e-94 99% LC259875.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O. complete cds. strain: 121170 355 355 97% 3e-94 99% LC259868.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O. complete cds. strain: Tyclin1 355 355 97% 3e-94 99% LC259853.1
Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O. complete cds. strain: Si513¢ 355 355 O7% 3e-94 99% LC259848.1 |

fDownload v GenBank Graphics

Listeria monocytogenes hly gene for listeriolysin O, complete cds, strain: Y1201b
Sequence ID: LC259909.1 Length: 1997 Number of Matches: 1

> See 3 more title(s)

Range 1: 417 to 611 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
355 bits(192) 3e-94 195/196(99%) 1/196(0%) Plus/Plus

Query 1 ATTACAATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGCCAA 60

) IIIIIII|II|III|IIII|IIIIIIIIIIIIIIII|IIII|I||I||III|I|||II|I
Sbjct 417 AATAAAAACAATGTATTAGTATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGCCAA 476

Query 61  GAAAAGGTTACAAAGATGGAAATGAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATCCATCA 120

IIIIllIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIlIIlI||II||I||I|IIIII||IIIII

Sbjct 477 GAAAAGGTTACAAAGATGGAAATGAATATATTGTTGTGGAGAAAAAGAAGAAATC 536

Query 121 ATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAATTTCGAGCCTAACCCTATCCAGGT 180

Sbjct 537 ATCAAAATAATGCAGACATTCAAGTTGTGAATGCAATTTCGAGCCTAA-CCTATCCAGGT 595

Query 181 GCTCTCGTAAAAGCGA 196

LLLLDEEEELLLLL

Sbjct 596 GCTCTCGTAAAAGCGA 611

ﬁgura 11. BLAST de la secuencia correspondiente a la muestra de queso con el iniciador para

oligonucleétido que codifica para el gen hly.

Al verificar la similitud de las secuencias nucleotidicas depositadas en la base de
datos BLAST contra las obtenidas, se obtuvo un valor E de 3e®* y un 99% de
identidad, de manera que se pudo confirmar que el microorganismo identificado en

las muestras fue L. monocytogenes validando de este modo la técnica propuesta.
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4.1.4. Analisis Microbiolégico para Indicadores de Calidad

Por otra parte se realizd la cuantificacion de los indicadores de calidad
microbioldgica en los quesos frescos no pasteurizados analizados, para lo cual los
resultados indicaron la presencia de valores que exceden el limite maximo
permisible de contenido microbiano establecido por la norma NOM-243-SSAl-
2010.

De este modo los graficos de la Figura 12 indican el porcentaje de muestras que
incumplen las especificaciones de la norma para cada indicador de calidad
microbioldgica del total muestras analizadas. En la cual se puede observar que de
este total, el 87% de muestras superan el limite maximo permisible de contenido
de Mohos y Levaduras que establece la norma NOM-243-SSA1-2010 siendo el
indicador con la mayor incidencia, seguida de E. coli con el 65%.

Por el contrario el indice mas bajo de incumplimiento se presenta para Salmonella
con el 4% de presencia en las muestras de queso fresco.

13%

Mohos y Levaduras

Porcentaje de muestras
dentro de norma

= Porcentaje de muestras
fuera de norma

Escherichia coli

Porcentaje de muestras
dentro de norma

= Porcentaje de muestras
fuera de norma
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Staphylococcus aureus
37%

| Porcentaje de muestras
63% dentro de norma

Porcentaje de muestras
fuera de norma

4%

Salmonella

d. Porcentaje de muestras
dentro de norma

96% Porcentaje de muestras
fuera de norma

Figura 12. Gréficos indican el porcentaje de muestras de cada indicador de calidad microbioldgica
gue incumplen las especificaciones de la norma NOM-243-SSA1-2010.

Los indicadores presentes en las muestras manifiestan que el mayor porcentaje de
incumplimiento de la norma son los Mohos y Levaduras con el 87% del total de
muestras como se observa en el inciso a. de la Figura 12, lo que resulta
preocupante ya que un alto contenido de mohos nos indica malas practicas de
higiene, puesto que expone la deficiente limpieza tanto del ambiente como de
equipos y utensilios en el area de trabajo. Sin embargo, para el caso de las
Levaduras, a pesar de ser elevado el porcentaje obtenido, no supera el reportado
por Castro-Castillo et al., quienes establecen que las levaduras fueron el grupo
microbiano predominante durante el andlisis y muestran un porcentaje superior
(100%) al reportar que todos los valores microbianos superan ampliamente el
limite establecido por la norma NOM-243-SSA1-2010. Ademas mencionan que es

mas comun la prevalencia de levaduras en quesos artesanales madurados o con
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periodos prolongados de refrigeracion. Lo que resulta interesante al examinar el

alto contenido de este grupo microbiano en las muestras analizadas.

El promedio de carga microbiana de E. coli que obtuvo Silva et al. para muestras
de queso artesanal en los tianguis de Tochtepec, Tecamachalco y Acatzingo,
Puebla supera el limite establecido por la NOM-243-SSA1-201 al igual que
algunos quesos frescos provenientes de Tuzuapan, Tecamachalco, Puebla como
reporta Reséndiz et al. estos datos concuerdan con los obtenidos en el presente
estudio, ya que de igual forma se observdO una elevada carga microbiana
superando el valor maximo permisible de esta norma. Estos resultados se
muestran alarmantes ya que la contaminacion de los productos con este
microorganismo refleja una contaminacion fecal conduciendo al posible desarrollo

de algunas enfermedades gastrointestinales.

La cantidad de muestras que superan los limites de S. aureus no es muy elevada
como demuestra el inciso c. de la Figura 12, sin embargo aun existe riesgo de que
se encuentren presentes enterotoxinas estafilococicas, que pueden conducir a una
intoxicacion alimentaria. Castro-Castillo et al., muestran valores superiores a los
gue se obtuvieron en esta investigacion, sin embargo manifiestan que la presencia
de este indicador de calidad demuestra serias fallas en las condiciones

higiénicosanitarias de las queserias.

La incidencia de Salmonella en las muestras analizadas resultd6 sumamente baja
(4%), en comparaciéon con los datos que presenta Gonzales- Montiel et al., en un
estudio que determind la microbiota del queso de Aro en el municipio de Teotitlan
de Flores Magon, Oaxaca, ya que identificaron colonias tipicas de Salmonella en
el 100% de las muestras que analizaron, no obstante hay que tener presente el
riesgo que exhibe la identificacion de este patdégeno en un producto listo para
consumir ademas de los padecimientos que esta enfermedad conlleva. Ya que en
algunos otros estudios como el realizado por Soto et al., con muestras obtenidas

de mercados minoristas en Sinaloa, México, no detectaron la presencia de este
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patdgeno en ninguna de las muestras analizadas. De igual forma durante una
caracterizacion microbiol6gica de quesos artesanales de granja fabricados en
Escocia, Williams y Withers no detectaron incidencia de Salmonella en las
muestras analizadas. Los cuales muestran que si es posible obtener una calidad

microbioldgica superior para los mismos productos.

Otro aspecto importante es el incumplimiento individual que expone cada
mercado, por lo que la Figura 13 presenta los graficos que expresan el porcentaje
de muestras para cada mercado que exceden los valores maximos permisibles
establecidos por la norma NOM-243-SSA1-2010 de cada indicador de calidad
microbioldgica.

También puede observar en la Figura 13 que el mercado con el cédigo “AM” es el
gue mayor contaminacion presenta y de mayor riesgo, ya que del total de
muestras analizadas para dicho mercado, el 100% de estas excedieron el limite
maximo permisible de la norma NOM-243-SSA1-2010 para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Mohos y Levaduras, y Listeria monocytogenes. Siendo
Salmonella el anico microorganismo que no se identifico y que por lo tanto cumplio

con los requerimientos de la norma.

Por el contrario el Mercado con cédigo “MT” es el que presenta menor porcentaje
de incumplimiento de la normatividad ya que del total de muestras analizadas para
este mercado el valor mas alto lo presentan los Mohos y Levaduras con un 80%

de incumplimiento y en el cual no se determiné la presencia de patdgenos.
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Figura 13. Graficos de Indicadores de Calidad microbioldgica de las muestras analizadas para
cada mercado muestreado.
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En general con los datos microbiolégicos recabados de las 126 muestras de queso
fresco no pasteurizado obtenidas de 20 mercados de la Cuidad de Puebla se
determind el porcentaje general de las muestras de quesos frescos analizados que
exceden los valores maximos permisibles que establece la NOM-243-SSA1-2010,

el cual se muestra en la Figura 14.

13%

Porcentaje de muestras
dentro de norma

Porcentaje de muestras
fuera de norma

Figura 14. Grafico del porcentaje general de muestras que exceden los valores maximos
permisibles de la NOM-243-SSA1-2010.

Por lo tanto con los datos que presenta la Figura 14 se puede observar tan solo un
13% de cumplimiento a la norma NOM-243-SSA1-2010. Lo cual sefala el
preocupante estado en el que se encuentran este tipo de productos que ademas
estan listos para consumir, situacion que se puede atribuir tanto a las condiciones
de elaboracion como a la forma de transporte y la condicion de los puntos de

venta.

Ademas de que mediante el estudio de trazabilidad realizado con la informacion
recabada durante las entrevistas, se determind la procedencia de las muestras de
gueso fresco no pasteurizado que dieron resultados positivos para la identificacion

de Listeria monocytogenes, lo cual se observa en la Figura 15.
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m Santa Catarina
m Atlixco
= Chipilo
Santa Ana Xamimimulco
E Santa Cruz Aquiahuatl
m Santa Elena Axocopan

= Tecamachalco

m Tlaxcala

Figura 15. Gréafico que muestra el nimero de quesos frescos no pasteurizados que dieron
resultados positivos para la deteccion de Listeria monocytogenes por lugar de procedencia.

De este modo se puede observar en el grafico de la Figura 15, que de los 28
lugares de procedencia se encontr6 a L. monocytogenes en muestras de 8
distintos lugares; de los cuales Chipilo fue el lu22gar con mayor numero de
muestras positivas (3/8) que representan el 13% de las muestras obtenidas de
este lugar, al igual que Tlaxcala donde el mismo nimero de muestras representan
el 15.7% de positivos, lo cual no expone una razon en especifico a la cual se
pueda adjudicar la contaminacion de los quesos con L. monocytogenes ya que las
frecuencias altas observadas se pueden atribuir a que fueron los lugares con
mayor numero de muestras analizadas. Ademas de que se tiene una cantidad

considerable de lugares de procedencia en los que se identificé a este patdégeno.

Resulta de interés sefalar que los demas origenes no presentan una gran
cantidad de muestras, y lugares como Santa Catarina y Santa Elena Axocopan
presentaron un queso contaminado de los dos analizados, situacion que resulta
preocupante al observar el porcentaje individual (50%) de contaminacion y

presencia de patégenos de riesgo como lo es Listeria monocytogenes.
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CONCLUSIONES

La incidencia de Listeria monocytogenes fue del 9.5% de un total de 126 muestras
de quesos frescos no pasteurizados de leche de vaca provenientes de distintos
mercados de la ciudad de Puebla.

Se identificé a L. monocytogenes en el 16% de los mercados muestreados (4/20).

Se estandarizo la técnica de PCR para la amplificacion de los genes iap 60 y hly,
de L. monocytogenes, donde se obtuvo una mayor especificidad para el gen hly,

cuyo tamafio fue de 206 pb después de la secuenciacion.

Solo el 13% de las muestras de queso analizadas cumplieron con los valores

establecidos por la normatividad.

Los quesos que presentaron contaminacion con L. monocytogenes provenian de 8

distintos lugares de los 28 lugares de procedencia reportados.

La técnica de PCR es rapida y sensible, y puede ser una opcion util para la
industria alimentaria como reemplazo o confirmacion de las técnicas
microbiolégicas tradicionales de deteccion de microorganismos patdgenos, las

cuales resultan ser de tiempo prolongado.
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