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Resumen ejecutivo

Listeria monocytogenes es el agente causal de la Listeriosis, una de las enfermedades
mas importantes adquirida en el 99% de los casos por el consumo de alimentos
contaminados. En el hombre se reconocen dos tipos de Listeriosis: invasiva y no invasiva
(1). La primera produce la mayor tasa de hospitalizacién y de mortalidad (60%-80%) (2),
la segunda produce gastroenteritis con baja tasa de hospitalizacion y mortalidad (3).

Esta bacteria ha sido asociada a alimentos tales como la leche, quesos (particularmente
variedades blandos — madurados), helados y productos carnicos. Afecta principalmente a
los nifios, ancianos, mujeres gestantes y personas inmunosuprimidas, ocasionando
abortos, meningoencefalitis y meningitis.

Entre 1995 y 2009 se identificaron en el mundo 11 brotes de listeriosis asociados al
consumo de guesos, con 545 personas afectadas, con tasas de mortalidad estimadas
entre el 14% y 30% y de hospitalizacion hasta del 100 %. En Colombia no hay reportes de
brotes de listeriosis asociados al consumo de queso, sin embargo, en el 2009, el Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) reporté un caso con manifestaciones
de meningitis en un nifio de 9 afios debido al consumo de queso fresco.

En cuanto a los serotipos de L. monocytogenes circulantes en Colombia, son pocos los
reportes oficiales debido a que el Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima ) solo confirma y serotipifica
las cepas remitidas a la Red Nacional de Laboratorios. De un total de 294 cepas de L.
monocytogenes serotipificadas en el periodo comprendido entre el 2000 y el 2003,
provenientes de alimentos, se encontr6 que el serotipo predominante fue el 4b.

La seleccién del tipo de queso para el desarrollo de este documento se realizd con la
informacién de la prevalencia de los serotipos de L. monocytogenes suministrada por el
Invima para el periodo 2000- 2009 (4). Con los datos disponibles, el queso campesino
aparece como el que presenta mayor prevalencia de L. monocytogenes. Con esta
informacién se establecié que las zonas geogréficas objeto fueran Antioquia, Narifio y el
Distrito de Bogota por ser las que presentan mayor nimero de aislamientos de L.
monocytogenes.

La contaminacion del queso con L. monocytogenes puede abarcar todas las etapas de la
cadena agroalimentaria por factores como la presencia de mastitis subclinica, el deterioro
de la infraestructura, la contaminacién de pisos y/o equipos, deficientes procedimientos de
limpieza y desinfeccion, presencia de biopeliculas, temperaturas de almacenamiento
inadecuada, contaminacioén cruzada, entre otros.
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Justificacion, Términos de Referencia, Alcance y Objetivos

Justificacion del Gestor del Riesgo

Las Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETA) constituyen un problema de salud
publica que puede afectar a toda la poblacion y generar afios de vida potencialmente
perdidos, donde diversos agentes biolégicos, fisicos y quimicos pueden estar
potencialmente involucrados.

Listeria monocytogenes es uno de los principales agentes patégenos trasmitidos por los
alimentos. Se desarrolla adecuadamente a temperaturas de refrigeracion superiores a
3,5°C; esta capacidad le permite mantener la viabilidad en el interior o en las superficies
de los alimentos que generalmente se preservan a bajas temperaturas. Se encuentra
ampliamente distribuido en el medio ambiente y en las superficies de contacto de las
plantas procesadoras de alimentos de los alimentos, pudiendo estar presente en el
producto mismo.

Se considera un patdgeno oportunista con tasas de mortalidad del 20-30%. Todas las
cepas de L. monocytogenes se consideran patégenas, aunque su virulencia es variable y
las manifestaciones clinicas dependeran del estatus inmunoldgico de cada individuo.

Esta bacteria ha sido asociada a alimentos tales como leche cruda y pasteurizada; quesos
(particularmente variedades blandos — madurados); helados y productos carnicos. Afecta
principalmente a los nifios, ancianos, mujeres gestantes y personas inmunosuprimidas,
ocasionando abortos, meningitis 0 meningoencefalitis.

Esta bacteria puede ingresar a las plantas de lacteos mediante la tierra proveniente de los
zapatos y la vestimenta del personal que labora en las fabricas.

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima ) realiz6 un
estudio para la determinacién e identificacibn de L. monocytogenes en quesos que se
comercializan en Bogota (1994 — 1995) cuyo resultado evidencio, en quesos frescos, una
prevalencia del 26,6%.

Los consumidores esperan que la proteccion frente a los riesgos tenga lugar a lo largo de
toda la cadena agroalimentaria, desde la produccién primaria hasta el consumo, para lo
cual se requiere que todos los sectores de la cadena actlen de forma integrada. La
evaluacion de riesgo durante el proceso de produccion del queso, permitird adoptar
medidas preventivas para evitar la contaminacién por L. monocytogenes y permitira
orientar las acciones de Inspeccion, Vigilancia y Control (IVC), utilizando los recursos de
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manera eficiente y protegiendo de esta manera la salud publica, reduciendo el riesgo de
ETA.

Nota: de comun acuerdo con el gestor se definieron el alcance y el objetivo

Alcance

El estudio se centré en el queso fresco por su mayor prevalencia de L. monocytogenes.
La zona geografica se restringi6 a Bogota D.C., Antioquia y Narifio. Los datos de
prevalencia en queso fresco que se utilizaron en el estudio se limitaron a los afios 2000 a
2009. Se consideraron dos grupos de poblacion: riesgo y normal.

Objetivo

Realizar la evaluacion cualitativa del riesgo de infeccibn por L. monocytogenes por
consumo de queso fresco en tres zonas del pais (Bogota, D.C., Antioquia y Narifio) con
una visién de cadena productiva en concordancia con el enfoque de la OMS de la “granja
ala mesa’.

Términos de Referencia

1.Categorizar los quesos frescos con base en los datos de prevalencia en L.
monocytogenes.

2. ¢Cudl es el riesgo de enfermar con L. monocytogenes por consumo de queso
fresco de mayor peligro?

3. ¢Bajo el enfoque de la “granja a la mesa” en qué etapas de la cadena productiva
hay mayor riesgo de contaminacion por L. monocytogenes?

4. ¢Cudles son las medidas preventivas y de control aplicables a lo largo de la
cadena?

16



Introduccién

Listeria monocytogenes es el agente causal de la Listeriosis, una de las enfermedades
mas importantes adquirida en el 99% de los casos por el consumo de alimentos
contaminados. Es una bacteria patégena, de caracter zoondtico y amplia distribucion en la
naturaleza (agua, suelo, vegetacion, entre otros) (5). En el hombre se reconocen dos tipos
de Listeriosis: invasiva y no invasiva (1). La primera produce la mayor tasa de
hospitalizacién y de mortalidad (60%-80%) (2), la segunda produce gastroenteritis con
baja tasa de hospitalizaciéon y mortalidad (3).

L. monocytogenes y la Listeriosis fueron reconocidas por primera vez en estudios de
laboratorio en animales en 1924 (6). La Listeriosis es una enfermedad que afecta a los
humanos y en la década de los ochenta present6 un incremento en el nimero de casos
en varios paises, donde la transmisién por el consumo de alimentos contaminados fue
completamente establecida (7).

L. monocytogenes es un bacilo Gram-positivo capaz de crecer a temperaturas de
refrigeracion; su control en la industria de alimentos ha resultado complejo debido a la
ubicuidad en el medio ambiente (8), asi como a la tolerancia a condiciones
medioambientales desfavorables como bajos valores de pH, altas concentraciones de
cloruro de sodio y su capacidad de formar biopeliculas. Lo anterior le permite persistir en
equipos y utensilios. Debido a estas razones, puede facilmente contaminar los productos
post-proceso y multiplicarse generando el riesgo de infeccion al consumidor.

En las ultimas dos décadas, en el ambito mundial, el queso ha sido el principal alimento
involucrado en brotes de Listeriosis (9, 10), destacandose los siguientes brotes: el
primero, en Estados Unidos asociado al consumo de queso “tipo-mexicano”, con una tasa
de mortalidad del 34%(11), el segundo, en Suiza asociado al consumo de queso
“Vacherin Mont d’Or-type”, con una tasa de mortalidad del 27%, y los dos ultimos
ocurridos en Francia asociados al consumo de queso Brie de Meaux (12). Recientemente
en Europa se han presentado otros brotes por lo que los organismos internacionales
siguen considerando este microorganismo de alto impacto en salud publica, por lo tanto
se requiere desarrollar estrategias de intervencion a lo largo de la cadena lactea bajo el
enfoque de andlisis de riesgos.

El queso en Colombia hace parte de la canasta basica y las normativas que lo regulan
son la Resolucion 2310 de 1986 y la 01804 de 1989 del Ministerio de Salud (13, 14). Los
guesos frescos son elaborados de manera industrial y artesanal, existiendo mayor riesgo
de contaminacién con L. monocytogenes en la produccién artesanal debido
principalmente a la falta de implementacién de Buenas Practicas de Manufactura (BPM).
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Como consecuencia del impacto de este patdégeno en la salud publica y los intereses
particulares del Gestor del Riesgo, en el presente estudio se busca realizar la evaluacion
cualitativa del riesgo de infeccion por L. monocytogenes por consumo de queso fresco en
tres zonas del pais (Bogotd, D.C., Antioquia y Narifio) con una vision de cadena
productiva en concordancia con el enfoque de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
de la “Granja a la mesa” (13).
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Identificacidn del Peligro

1.1 Brotes Causados Por Listeria Monocytogenes En Queso Fresco

Los principales brotes de Listeriosis asociados al consumo de queso reportados en el
mundo se presentan en la tabla 1. De los casos incluidos Unicamente dos indican que
fueron producidos con leche cruda, y se destaca en este resumen la variedad de quesos
(incluidos quesos frescos y madurados).

Tabla 1. Principales brotes de Listeriosis asociados al consumo de queso en el mundo 1995-
2009

- = - -
Afio Tipo de N° de Reporte Tipo de_ _ Serotipo Pais Referencia
gueso afectados Listeriosis | involucrado
Queso 11 muertos .
1995 blando 37 (29,7%) | 4b Francia (15)
Queso blando
1997 | elaborado con 14 0 NI 4b Francia (16)
leche cruda
Queso fresco Estados
tipo mexicano 5 abortos -
2000 elaborado con 13 (38,5%) I ND Unidos de 17)
leche cruda Norteamerica
1 hospitalizado .
2001 Queso 48 (51% | NI ND Suecia (18)
Queso 38 0 NI ¥%b Japén (19)
Abortos 3
(17,6%)
Queso Bacteremia 10
2 elaborado (58,8%) .
002 lech 17 Encefalitis 11 | ND Canada (20)
con leche (64,7%)
cruda Partos
prematuros 2
(11,7%)
2005 Queso 10 ND ND Ya Suiza (1)
tomme
5 muertos
(23,8%)
2007 | Queso suave 21 21 I ND Noruega (22)
hospitalizados
(100%)
13 muertos Republica
Queso suave 75 (17,3%) 1/2 b Checa (23)
2006 145 (81%
Queso duro 189 hospitalizados) I dby¥%b Alemania (24)
(14% muertos)
2008 | Queso Brie 69 ND | Clon 4b Chile (25)
4 muertos Austria y
2009 | Queso duro 14 (28,6%) | ¥ b, 4b, %2 a Alemania (26)

ND: no hay dato; I: Listeriosis invasiva; NI: Listeriosis no invasiva

Entre 1995 y 2009, en la literatura disponible, se reportaron en el mundo 11 brotes, con
545 personas afectadas de Listeriosis asociada al consumo de quesos, con tasas de
mortalidad entre el 14% y 30% y de hospitalizacion de hasta el 100%. En la Union
Europea (UE), entre 2004 y 2008, se estimaron 0,3 casos por cada 100.000 habitantes,
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este valor es mayor al reportado en afios anteriores (0,17/100.000 habitantes) (26,). Para
el afio 2007, el mayor niumero de casos se presentd en personas mayores de 65 afios
(53,1%) estimandose una tasa de 1 caso/100.000 y en nifios menores de 5 afios con 0,51
€as0s/100.000 habitantes(27).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) reportd
uno de los brotes de mayor impacto por L. monocytogenes en el afio 2000 (28), debido al
consumo de queso fresco tipo mexicano, elaborado de forma artesanal con leche cruda
contaminada. En este brote se reportaron 12 casos, 11 mujeres con edad promedio de 21
afos y un hombre de 70 afios que desarrollé un absceso cerebral. Del total de mujeres 10
estaban embarazadas, de ellas 5 abortaron, 3 tuvieron parto prematuro y en dos casos,
se presentaron infecciones en los neonatos. La tasa de hospitalizacion fue del 100% (29).
En este brote se puede observar que los afectados concuerdan con los grupos de riesgo
reportados para la enfermedad. Es importante resaltar que, considerando los habitos de
consumo de las mujeres embarazadas, éstas consumian 2 y 3 porciones por dia,
aumentando el riesgo de exposicion.

En Colombia no hay reportes de brotes de Listeriosis asociadas al consumo de quesos,
sin embargo, en 2009, el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA)
report6 un caso con manifestaciones de meningitis en un nifio de 9 afios debido al
consumo de queso fresco (30). EI Grupo de Microbiologia, de la Red Nacional de
Laboratorios del Instituto Nacional de Salud (INS) reporté entre 1991 y 2010 (30 de agosto
fecha en la cual se dio inicio al estudio), 158 aislamientos de L. monocytogenes,
provenientes de diferentes muestras clinicas. El Distrito Capital y los departamentos de
Valle y Antioquia, con 98, 35 y 10 aislamientos respectivamente, son los que presentan
mayor namero de reportes. Los aislamientos se realizaron principalmente a partir de
Liquido Cefalorraquideo (LCR) y hemocultivo, ninguno fue serotipificado (Tabla 2).

20



Tabla 2. Aislamientos de L. monocytogenes en muestras de origen clinico reportados por el
INS (1991-2010)

Procedencia muestra

Lugar Nume_ro de . Liquido
aislamientos Hemocultivo LCR MF g
amnioético
Antioquia 10 2 7 1
Arauca 1 1
Bogota 91 37 51 1 2
Bolivar 1 1
Boyaca 1 1
Caldas 3 2 1
Meta 2 2
Narifio 2 2
Risaralda 8 2 5 1
Santander 5 2 3
Valle 34 27 7
Total 158 75 78 3 2

Adaptado de Grupo de Microbiologia, RNL, INS, programa de vigilancia por laboratorios 2010.
LCR: liquido cefalorraquideo, MF: materia fecal

1.2 Prevalencia de |l. Monocytogenes en quesos

En la Tabla 3 se presentan estudios realizados en el &mbito internacional sobre la
presencia de L. monocytogenes en quesos. La prevalencia varia entre 0% y 50%, sin
embargo esta variabilidad puede estar relacionada con el ndmero de muestras
procesadas en cada estudio, asi como las condiciones de elaboracién de los mismos.
(Uso de leche cruda o pasteurizada y tipo de queso).

Tabla 3. Prevalencia de L. monocytogenes en quesos en el contexto internacional

N° de

Tipo de Queso Afio muestras Prev(a;/lt;nma Pais Referencia
analizadas 0

Queso fresco artesanal 17 41,2
Queso fresco industrial NR 33 3,0 Brasil (31)
Queso madurado 53 57
Queso fresco 2007 110 24,5 Costa Rica (32
Queso fresco NR 101 22,8 México (33)
Queso fresco NR 10 10,0 Costa Rica (34)
Quesos de pasta blanda
(tipo panela hecho con
leche pasteurizado) y 2005 60 0 México (35)
gqueso semimadurado
(Chihuahua)
Queso fresco NR 60 3,3 Venezuela (36)
Queso fresco NR 25 0 Chile (37)
Queso fresco artesanal 2003 74 4,1 Pert (38)
Queso suave NR 99 1,0 Espafa (39
Queso fresco 20002001 371 16 Portugal (40)

Queso elaborado con
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N° de

Tipo de Queso Afio muestras Prev(a;/lt;nua Pais Referencia
analizadas °

leche pasteurizada 50 4,0

2002- .
Queso de pasta blanda 2003 132 0 Argentina (42)
Quesos semiduros NR 54 19 Cuba (42)
Quesos semisuaves, 2001-
incluidos 36 quesos 2002 90 6,7 Brasil (43)
frescos
Queso telita NR 100 0 Venezuela (44)
Queso minas NR 40 0 Brasil (45)
Queso tipo colonial 2004- 62 0 .
Queso ricotta 2005 6 50,0 Brasil (46)
Queso panela NR 40 15,0 México (47)

NR: no reporta

En el contexto nacional

En Colombia se han adelantado varios estudios de prevalencia de L. monocytogenes en
leche cruda bovina y queso. En 1994 se report6 una prevalencia de 34% en leches crudas
y de 2% en leches pasteurizadas en la zona cundiboyancense (48). En 2007 se report6,
en 200 muestras analizadas, una prevalencia de L. monocytogenes del 3% en leche cruda
en Norte de Santander (49), y en 2009, en 81 muestras analizadas, la prevalencia fue del
25,9% en Boyacé (50), estableciendo la presencia del microorganismo en la leche cruda.
En la Tabla 4 se presentan los datos de L. monocytogenes aisladas de quesos frescos
reportados en algunos estudios de investigacion.

Tabla 4. Estudios de prevalencia de L. monocytogenes en quesos frescos en Colombia
(2005-2009).

Muestras L

Producto Lugar analizadas (n) monocytogenes(%) Referencia
Queso blanco Antioquia 172 57 (33,1%) (51)
Qu;fgszlﬁgco Cundinamarca (Caqueza) 30 (13,3%) (52)

N q q 74 Doble crema 5 (6,75%)
Queso fresco ort(epare;{gg rr]]t:)n er 83 queso de hoja 5 (6,02%) (53)
28 cuajada 1 (3,57%)
Queso . . .
costerio Cordoba (Monteria y Cereté) 217 0(0) (54)

En 2010, la Unidad de Evaluacion de Riesgos para la Inocuidad de los Alimentos (UERIA)
recolectd y consolidé los resultados de las acciones de inspeccion, vigilancia y control de
once direcciones territoriales de salud del pais. Estos reportes incluian 3.700 muestras de
gueso analizadas para L. monocytogenes en el periodo 2000-2009, de las cuales el
18,78% resultaron positivas para este patdgeno. De estas muestras el 96% corresponde a
gueso fresco tipo campesino (55).
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Tabla 5. Acciones de IVC de queso en Colombia L. monocytogenes en quesos (2000-2009)

Periodo 2000 — 2009 uestras | Fr’nojr'lt(')‘é";‘/foza;ﬁes Prevalencia
Total Queso Fresco 11 DTS 3494 643 18,40 %
Queso Fresco Distrito Capital 2420 359 14,83 %
Queso Fresco Antioquia 435 178 40,92 %
Queso Fresco Narifio 214 9 4,21 %

Fuente: UERIA 2010 (55)

De acuerdo con los datos recopilados de los departamentos de Antioquia, Bogotd, Caldas,
Cérdoba, Cundinamarca, Narifio, Norte de Santander, Quindio, Risaralda, Valle y Vichada
la prevalencia de L. monocytogenes para queso fresco fue de 18,40%, donde la mayor
prevalencia se presento en el departamento de Antioquia (55) .

Es importante sefialar que en Colombia la legislacién actual no establece la obligatoriedad
de la vigilancia de L. monocytogenes en queso fresco, sin embargo, el Invima, como
institucion competente del direccionamiento para la red de laboratorios en alimentos, y
las direcciones territoriales de salud, realizan la busqueda del patégeno dentro de sus
programas de IVC.

En cuanto a los serotipos de L. monocytogenes circulantes en Colombia, son pocos los
reportes oficiales debido a que la Unica entidad que realiza la serotipificacion es el
Laboratorio Nacional de Referencia del Invima, de muestras procedentes de los
Laboratorios de la red nacional de salud publica. En el periodo comprendido entre 2000 y
2003, se serotipificaron un total de 294 cepas de L. monocytogenes aisladas de
alimentos, donde se encontré que el serotipo 4b fue predominante (Tabla 5).

Tabla 6. Serotipos de L. monocytogenes aislados de alimentos, identificados en el Invima
(2000 - 2003)

Serotipo* Cantidad Porcentaje
Y%a 6 2,04
b 21 7,14
% 19 6,46

32 1 0,34
3b 7 2,38
42 1 0,34
4b 217 73,81
4c 5 1,70
4d — 4c 17 5,78
Total 294 100

Fuente: Invima , 2010 (4).
* Confirmados en cooperacion Internacional por el National Reference Centre for Listeria, Institut
Pasteur.
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La seleccion del tipo de queso para esta evaluacion se realizo con la informacion de la
prevalencia de los serotipos de L. monocytogenes suministrada por el Invima ) para el
periodo 2000- 2009 (4) (Anexo 1). Esta informacién también coincide con la informacion
recolectada y consolidada por la UERIA en 2010 relacionada con las acciones de IVC de
las direcciones territoriales de salud. (Anexo 2) (55). Es importante aclarar que algunos
tipos de quesos se podrian encontrar clasificados inapropiadamente, tal como el
reportado como “queso pasteurizado”, de igual forma no aparecen datos sobre el “quesito
antioqueno” en el departamento de Antioquia siendo éste el de mayor produccién en la
zona (Figura 1).

Con los datos disponibles, el queso campesino aparece como el que presenta mayor
prevalencia de L. monocytogenes. Con esta informacién se establecid que las zonas
geograficas objeto de este estudio fueran Antioquia, Narifio y el Distrito de Bogota por ser
las que presentan mayor nimero de aislamientos de L. monocytogenes.

En la figura 2, se muestran los serotipos de L. monocytogenes de muestras de quesos
provenientes de los departamentos de Antioquia, Narifio y el Distrito Capital, donde el

serotipo predominante es el 4b.
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Figura 1. Muestras de queso positivas para L. monocytogenes distribuidas por
departamentos y distritos. (2000-2009)
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Figura 2. Serotipos de L. monocytogenes aisladas de quesos en los departamentos de
Antioquia, Narifio y Bogotd D.C (2000-2009) Fuente: Invima , 2010 (4)

1.3 Métodos de identificacion y deteccién de |. Monocytogenes

1.3.1 Métodos de identificacion y deteccion de L. monocytogenes en muestras de
queso

Los dos métodos de mayor reconocimiento internacional para la identificacion de L.
monocytogenes en alimentos son el método de la Agencia de Medicamentos y Alimentos
(FDA) descrito en el “Bacterial Analytical Manual” (BAM) (56) y la norma ISO 11290;
también se encuentra el método AOAC/IDF 993.12 recomendado para derivados lacteos
(57).

Dichas técnicas se basan en un preenriquecimiento, un enriquecimiento y posterior
aislamiento en medios de cultivo disefiados para la recuperacion del microorganismo
(Agar Palcam, agar Ottaviani-Agosti -Agar ALOA-, agar Oxford, agar MOX,) y la posterior
caracterizacion bioquimica. Los métodos oficiales incluyen técnicas de aislamiento
microbioldgico, con una sensibilidad de deteccién de 1 célula/25 g del alimento analizado,
equivalente a 0,04 UFC/g. La sensibilidad de esta técnica se optimiza con el uso de
medios de enriquecimiento, usualmente mediante la utilizacion de antibidticos que inhiben
otros microorganismos competidores (56, 58).

En Colombia, el Invima incluye en su Manual de Métodos Microbioldgicos (59) la técnica
de Ausencia/Presencia basada en el método propuesto en el BAM. Actualmente existen
otras metodologias que son ampliamente utilizadas debido a que reducen el tiempo de
andlisis de la prueba. Entre ellas se destacan los métodos inmunolégicos y moleculares
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debido a que se obtienen resultados en 48 h. (En el anexo 3 se presentan en detalle los
diversos métodos utilizados actualmente). En paises de la Comunidad Europea el método
utilizado es el recuento en placa, siguiendo el protocolo de la nhorma ISO 11290-2 (Anexo
4) (60).

1.3.2 Métodos de deteccidén de L. monocytogenes en muestras clinicas

El diagndstico de L. monocytogenes en humanos, se hace en diversas muestras de origen
clinico como Liquido Cefalorraquideo (LCR), sangre y liquido amniético, entre otros. Para
el caso de LCR, el Ministerio de Sanidad de Espafia indica que debe realizarse
previamente un estudio macroscépico del liquido que puede ser claro o ligeramente
opalescente y en el estudio citolégico presentar menos de 1.000 células/mm3 con un
porcentaje significativo de linfocitos (61). Posteriormente, se hace una coloracién de Gram
en busqueda de bacilos Gram positivos, un cultivo en medio sélido y su correspondiente
identificaciobn por métodos automatizados microbiolégicos o mediante PCR (62).
Adicionalmente, se hace la prueba de susceptibilidad a antimicrobianos; actualmente se
acepta el método NCLS M-45 (63).

Para el estudio de brotes es importante realizar el aislamiento del microorganismo a partir
de muestras clinicas y en el alimento sospechoso mediante los métodos descritos
anteriormente, y posteriormente, deberan usarse técnicas moleculares para establecer la
posible asociacién entre las cepas de origen clinico y las aisladas a partir del alimento.

1.4 Taxonomia de Listeriay caracteristicas de crecimiento

1.4.1 Clasificacion taxondmica

El género Listeria incluye las especies L. monocytogenes, L innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri, L. ivanovii, L. rocourtiae, L. marthii (64, 65) y L. gravi. Esta Ultima especie es la
mas distante evolutivamente dentro del género. L. ivanovii y L. monocytogenes son
considerados patdgenos en mamiferos (66). L. monocytogenes puede ser ubicuo en el
medio ambiente de las plantas procesadoras de alimentos (67). Se han detectado 13
serotipos de L. monocytogenes, sin embargo mas del 90% de los casos de infeccién
alimentaria son causados por los serotipos 12a, 12b 12c y 4b (68-71). A la fecha, se han
reconocido 4 linajes (66).

Estudios recientes sugieren que existe una asociacion entre los serotipos encontrados en

los alimentos y los casos reportados de Listeriosis en humanos (66). También se ha
relacionado la condicién inmunoldgica de los individuos y los serotipos (72).
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1.4.2 Caracteristicas de crecimiento

Las caracteristicas mas importantes de esta bacteria incluyen la habilidad para crecer a
temperaturas de -1,5-45°C, valores de pH reportados de 4, 0-9,6 (73, 74) y de 4,2-9,5 (75)
y actividades de agua (a,) superiores a 0,92 (67, 76). Los valores 6ptimos de crecimiento
se muestran en la tabla 6.

Tabla 7. Valores 6ptimos de crecimiento de L. monocytogenes

Parametro Optimo
Temperatura 30-37°C
pH 7,0
Actividad de agua (a) 0,97

Fuente: FSAI, 2005(75).

27



Caracterizacion del Peligro

1.5Listeriosis

L. monocytogenes produce dos tipos de Listeriosis por el consumo de alimentos: invasiva
y ho invasiva. Adicionalmente, la infeccion en humanos puede ser de tipo ocupacional
(ejemplo: ordefiadores, médicos veterinarios y zootecnistas). Los mayores grupos de
riesgo de Listeriosis son mujeres embarazadas, personas mayores de 65 afios, heonatos
(hasta 4 semanas) y pacientes con alguna deficiencia inmunologica (pacientes
trasplantados, con leucemia, portadores de VIH, dialisis, pacientes con céancer,
enfermedades hepaticas, diabetes, alcoholismo) (7) que pueden llegar al 20% de la
poblacion total (9, 77, 78). En la tabla 7 se muestra un resumen de las caracteristicas de
cada grupo.

Tabla 8. Descripcion epidemiolégicay clinica de la Listeriosis en humanos

Listeriosis no invasiva

contaminados con
concentraciones
elevadas de

L. monocytogenes
(10" UFC/g).

bacteriemia, suele ser auto-limitante. No
genera complicaciones. La informacion
sobre los mecanismos que utiliza Listeria
para desarrollar la enfermedad no se han
logrado establecer

. . . Modo de . Periodo de
Tipo de Listeriosis s Severidad . L
P transmision incubacién
Infeccion de 1-2 dias (incubacion
neonatos durante el temprana) habitual en
Infeccion parto o por Puede ser extremadamente severa, la infeccién congénita
neonatal contaminacion resultando en meningitis y muerte previa al nacimiento.
temprana cruzada con (mortalidad de hasta 35%). 5-12 dias en el caso
neonatos en salas de contaminacién con
de recién nacidos otros neonatos.
i Involucra periodos febriles, meningitis, en
- 0, N 1 i 3
w::?)(r:\gt%? (13251;2 /r‘l):oenIaOtZIes algunos casos diarrea y neumonia, 1-8 semanas
tardia transferencia en el (mortalidad de 13-43% en pacientes ostparto
. tratados y 100% de mortalidad en pacientes postparto.
canal vaginal. 1
Listeriosis no tratatados”).
invasiva Enfermedad leve, asintomética para la
madre (afeccion respiratoria leve o
Adquirida por el moderada). Serias implicaciones para el
Durante el ) ’ .
consumo de feto incluyendo: aborto espontaneo, muerte . .
embarazo i del ; L . De uno a varios dias,
(prenatal) alimentos e fgto, mortinato y meningitis. Es mas incluso semanas
contaminados comun en el tercer trimestre. La mujer ’
puede portar el microorganismo en el tracto
genital por algin tiempo, ocasionando
complicaciones en embarazos posteriores.
m:dcl:l'lg;sde Adquirida por el Puede evolucionar a enfermedades del De 1 dia a3 meses
yors consumo de sistema nervioso central incluida :
65 afios, . . ) con un promedio de
. alimentos meningitis. Tasa de mortalidad puede llegar :
inmunosu- . 20-30 dias.
- contaminados al 80%.
primidos
Consumo de Vomito, diarrea, fiebre, nauseas, dolor de
alimentos cabeza y fatiga puede evolucionar a

< 24 horas después
del consumo.

Fuente: Slukstker et al.,1999; Farberet al.,1991 (73, 79)'- McLauchlin et al.,2004 (67)°
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Las tasas de mortalidad para la Listeriosis invasiva pueden variar del 10% al 80%, sin
embargo, se estima que la tasa de mortalidad global es del 30% (5). El periodo de
incubacién puede variar de 1-90 dias (71).

En la tabla 8 se muestran los datos de incidencia de Listeriosis por cada 100.000
habitantes en varios paises. En Colombia no se cuenta con esta informacion.

Tabla 9. Reportes de listeriosis casos/100.000 habitantes

Pais Nimero de casos/100.000 habitantes Afo Referencia
Estados unidos 12 en neonatos 1997 (80)
Espafa 1,8 general 2000 (81)
Estados unidos 12 en inmunocomprometidos 2000 (82)
Francia 0,35 general 2001-2003 (12)
Estados Unidos 0,3 poblacién general 2005 (29)
Dinamarca 1,8 general 2009 (83)
Alemania 0,62 general 2009 (24)

Con base en los datos de la evaluacion de riesgo de 2001 de FDA/USDA (84) un
consumidor promedio ocasionalmente puede consumir entre 10° a 10° UFC de L.
monocytogenes en una Unica comida. A pesar de esta alta exposicidn Unicamente se
reportan en Estados Unidos 2.500 casos anuales de Listeriosis en humanos, lo cual indica
que posiblemente la exposicibn a estas concentraciones del microorganismo en
poblacion general, pueden no causar enfermedad (85).

No obstante, algunos autores han descrito que personas que sufrieron Listeriosis
consumieron 2 a 3 porciones del alimento contaminado en un periodo corto (menor 24
horas), aumentado el nimero de microorganismo ingerido alcanzando la dosis minima
infectante (28).

1.6 Relaciéon dosis-respuesta

Se han publicado varios modelos de dosis/respuesta en L. monocytogenes (3, 66, 67, 78,
82, 84-90) (Tabla 9). Los modelos de relacién dosis respuesta tienen en cuenta
principalmente los siguientes puntos:

a. La virulencia del microorganismo: se estima que entre el 1-10% de las cepas de L.
monocytogenes son virulentas. Se han encontrado diferencias en la virulencia de
cepas de de L. monocytogenes procedentes de alimentos. (86).

b. La susceptibilidad del hospedero: Hay diferencias sustanciales en susceptibilidad

entre las poblaciones de bajo y alto riesgo (3). La dosis para grupos de riesgo se
estima en 10 UFC/g (7) y en 10" UFC/g para poblacién normal (73).
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c. Influencia de la matriz de alimento: En el caso del queso, los globulos de grasa de
la leche pueden favorecer la sobrevivencia de L. monocytogenes (88).

Tabla 10 Compilacién de modelos dosis-respuesta para L. monocytogenes

Referencia Base empirica Modelo Dosis Infecciosa/Dosis Letal Reportada
P usado P
Comparacion de datos
(89) 22;33;(7)“50'225?; Z?lnratones Beta- Dosis infecciosa de 10°-10™ UFC/g. Se asume que la
Audurier 5).980' Donnelly Poisson afecta a la poblacién normal.
1990 (90, 91).
Dosis infecciosa Dlsy para exposicion intravenosa
0.8 1.8 p p
‘iz varia entre 10°° y 10~° UFC/g y para exposicién oral
(92, 93) IR?tones (Exposicion Oral e Exponencial entre 10a *°a 10"°. Dosis letal DLs, para exposicion
ntravenosa) intravenosa varia entre 10*? y 10>® por exposicion
oral es > 10™
Weibull- Dosis infectiva Dlso reportada para poblacion de alto
(86) Subjetivo Gamma riesgo es de 7Logi; y para poblacion normal de
9L0910_
(94) Muerte fetal Inqu](Eia en Log-Logistic  Dosis letal DLso reportada es de 10’ UFC/g.
primates. Exposicién oral
M0r~talldad fetal en hembras L Dosis letal DLs, reportada para cobayos y primates es
(95) prefiadas de cobayos y Logistico de 10 UFC/g
primates. Exposicion oral )
(96) Hembras prefiadas de Log- Dosis letal DLy, de los fetos reportada es de 107
cobayos. Exposicion Oral Logistico UFCl/g.
Epidemioldgico (Datos de
EEUU obtenidos de Foodnet Dosis en las que se reportaron infecciones, entre 10°
97) y basados en 8 productos Exponencial 10° UFClg 4 P ' y
de alimentos listos para '
consumo)
Epidemioldgico (Datos de
Alemania de incidencia de . La dosis minima que causé Listeriosis fue de 10*
(78, 98) PSR ; Exponencial
Listeriosis y prevalencia en UFC/g.
pescado ahumado)
Epidemiologico (Brote No reportada. Las muestras analizadas reportaron
(78) ocan_lolna((jj(_) por ma’.‘te‘t*”'”a Exponencial entre 10' y 10° UFC/g de contaminacién por L.
en Finlandia e_r(;pa)clen es monocytogenes.
inmunosuprimidos
Epidemioldgico (Datos Exponencial
77) piael J - y Weibull La dosis media ingerida predicha fue de 10" UFC/g.
obtenidos de Suecia)
Gamma
L . Las dosis ingeridas reportadas que causaron diversos
Revision de estudios de sintomas de Listeriosis estan entre un rango de 10"y
1980 a 1994, realizados en 107 UFC/g en humanos. Los datos de dosis mas bajas
ratones, curies, ratas y . se presentaron en grupos de  pacientes
(67) monos. Presenta también Exponencial inmunosuprimidos. Las dosis altas corresponden a
datos epidemiolégicos de poblacién general. Las dosis infeccziones ELSO y letales
brotes. DLso en animales varian entre 10° y 10° UFC/g para
exposiciones orales e intravenosas.
Estudios previos de .
s . L Dosis Letal reportada en humanos DLg, de
3) Sgig?nigilgw’L'nqu'St’zo Mltiple aproximadamente10® UFC/g para poblacion general.
Combinacién de datos 2 Ors(;iim;c?;?rllenrtipig%d?mén e2umoa:)rllg(sziénDL-:ZOnergI:3
(81) epidemiolodgicos y estudios Mltiple p g b g i

previos

10° UFC/g en neonatos y Aproximadamente 10
UFC/g en personas de la tercera edad.
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Por lo anterior, las relaciones entre dosis-respuesta se han desarrollado y evaluado
basadndose principalmente en datos epidemiolégicos y/o estudios con animales. Es
importante aclarar que con los modelos animales, los datos no pueden extrapolarse a
humanos ya que con las mismas dosis, el efecto en éstos puede ser mas letal. No
obstante esta dificultad y debido a que no pueden realizarse ensayos en humanos, se ha
aceptado el uso de estos modelos.
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Evaluacién de la Exposicidon

1.7 Ecologia de L.monocytogenes

En la tabla 10 se presentan las caracteristicas generales de crecimiento de L.
monocytogenes.

Tabla 11. Limites de crecimiento y sobrevivencia de L. monocytogenes

Parametro Minimo Maximo  Sobrevivencia
Temperatura -1,5a3°C 45°C -18 °C
pH 4,0 9,4-9,6 3,3-4,0
Actividad de agua (ay) 0,90 a 0,93 >0,99 <0,89
Sal (% NaCl) <0,5 12-16 > 20

N/A: no aplica Adaptado: (3, 67, 73-75, 99, 100)

Entre los factores que afectan al crecimiento de L. monocytogenes esta la temperatura,
pH, actividad de agua (a,) y concentracion de solutos en el medio.

a.

Temperatura: L. monocytogenes puede crecer en un amplio rango de
temperaturas. Esto indica que las temperaturas de refrigeracibn comunmente
usadas para conservar el queso campesino (4-6°C) no contribuyen a prevenir el
desarrollo de L. monocytogenes (101, 102).

pH: El crecimiento de L. monocytogenes se ve inhibido por valores de pH inferiores
a 4,0 (73, 74). En el caso del queso campesino elaborado industrialmente su pH
varia entre 6,2-6,6, en los quesos artesanales puede bajar a 5,6. Sin embargo en
ninguno se inhibe el desarrollo de L. monocytogenes (99, 103).

Actividad de agua: El queso campesino varia su a,, entre 0,96-0,98, condicion que
favorece el crecimiento de L. monocytogenes (104).

Concentracion de solutos: L. monocytogenes es resistente a condiciones de
osmolaridad altas, puede sobrevivir en alimentos con concentraciones de sal de
hasta el 18% (105), por lo tanto la concentracion de sal del queso campesino
(1,5%) no inhibe su crecimiento, mas si lo retarda.

Atmosfera modificada: L. monocytogenes es un microorganismo anaerobio
facultativo, por lo tanto el uso de atmésferas modificadas (75:25, CO,:N, vy
72,5:22,5:5, CO,:N,:0,) no inhibe su crecimiento (106, 107). El empaque al vacio
en el queso campesino no inhibe el crecimiento del microorganismo.
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1.8 Dinamica del L. monocytogenes en la cadena ago-alimentaria

El enfoque de cadena agro-alimentaria, permite garantizar la inocuidad y la calidad bajo el
planteamiento “de la granja a la mesa”, por esto es necesario el entendimiento de la
ecologia microbiana y la dinamica de L. monocytogenes en cada uno de los eslabones de
la cadena lactea. En la figura 3 se muestra el esquema de la cadena productiva lactea,
desde la produccién primaria hasta el consumo final.

1.8.1 Produccién primaria

Muchas especies animales pueden infectarse con L. monocytogenes, aunque la
enfermedad clinica es mas frecuente en rumiantes (108). Se ha demostrado que hasta el
50% de muestras de materia fecal de animales asintométicos (bovinos, ovejas, cabras,
cerdos y aves de corral) pueden ser positivos al aislamiento de L. monocytogenes (109).
El escenario de transmision de L. monocytogenes en las granjas se inicia con la
contaminacién del suelo y cosechas, por animales silvestres o heces utilizadas para
fertilizar el campo (109). Adicionalmente, debido a su considerable resistencia a
condiciones medioambientales, la L. monocytogenes es capaz de multiplicarse y
sobrevivir por extensos periodos de tiempo (dos afios 0 mas) fuera de hospederos
mamiferos, facilitando de esta forma su diseminacion (109, 110).

La contaminacion del ensilaje por L. monocytogenes representa una fuente importante de
contaminacién para los rumiantes. El ensilaje con un contenido alto de humedad (de un
50% o mas) puede dar origen a procesos inapropiados de fermentacion en los cuales
Listeria spp. puede sobrevivir (111). No se conoce si los rumiantes son hospederos
definitivos o contribuyen ecolégicamente a la sobrevivencia del microorganismo o a su
dispersion en el medio ambiente (109).

En casos esporadicos puede ocurrir una transmision directa de L. monocytogenes de
animales a humanos, lo cual puede constituir una fuente de contaminacién para la leche.
Estudios de epidemiologia molecular han permitido establecer que dependiendo del tipo
de explotacién (pastoreo o estabulacion), las cepas aisladas de casos clinicos estan
relacionadas con cepas aisladas de vacas asintomaticas en algunos casos y en otros con
cepas medioambientales (109, 112).

De igual forma, L. monocytogenes ha sido aislada en bovinos y ovinos con mastitis
subclinica, donde las leches se caracterizan por tener elevados recuentos de células
sométicas y apariencia normal. Dentro de un hato el nivel de infeccion puede ser bajo
pero constante (113).
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Figura 3. Esquematizacion de la cadena lactea.

La mayoria de autores sugieren que los animales pueden infectarse con L.
monocytogenes por via hematdgena o intramamaria. Para prevenir la infeccién de
humanos se requiere mantener una estricta higiene, adicionalmente, en los hatos debe
realizarse la prueba de California Mastitis Test (CMT) con el objeto de detectar la
inflamacién de la glandula mamaria como indicativo de presencia de mastitis (113, 114).

Los serotipos de L. monocytogenes comiunmente asociados con la enfermedad de
humanos (4b and 1/2a) han sido aislados en hogares de zonas rurales de areas lecheras
(115). El contacto de personas en las areas rurales con materia fecal, suelo, agua, y
alimento, puede resultar en la contaminacién de zapatos, guantes, ropa y manos (115).
En estas areas el microorganismo también se ha aislado de lavadoras, neveras y
vertederos por lo cual debe darse especial atencion a la higiene en el hogar. Algunas
medidas como no ingresar con calzado de trabajo a la casa, dejar los guantes en las
areas de trabajo y tomar especiales precauciones en la cocina pueden ayudar a reducir la
presencia del microorganismo en el &mbito rural (115).

a. Ordefio

La leche se puede contaminar por diversos factores como el deterioro de la
infraestructura, pisos humedos o dafiados, funcionamiento inapropiado de equipos o
higiene deficiente en los mismos, factores que en la mayoria de los casos favorecen la
formacion de biopeliculas. El lavado deficiente de la ubre y/o los pezones, agua de mala
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calidad microbiolégica, asi como fallas en las préacticas de higiene durante el ordefio por
parte de los operarios son otros aspectos que pueden favorecer la contaminacion (116-
118). El microorganismo también ha sido aislado de las manos de operarios de granjas,
por lo cual esta fuente de contaminacién no puede ser descartada (115).

Se considera que el ordefio mecanico aumenta la posibilidad de diseminacion de L.
monocytogenes al propiciar la formacion de biopeliculas, debido a su habilidad para
adherirse a las superficies de acero inoxidable, ademas, cuando los programas de
limpieza y desinfeccion se hacen de manera incorrecta se puede favorecer la presencia
de la bacteria en leche (119). La bacteria ha sido detectada en los filtros de leche, aunque
se requiere realizar estudios para cuantificar la importancia de las biopeliculas en esta
etapa. Prevenir la formacion de biopeliculas en equipos de ordefio es por lo tanto una
etapa crucial para garantizar leche con condiciones apropiadas de inocuidad (119, 120).

b. Almacenamiento en cantina o tanque

Una vez la leche es obtenida en las fincas, es almacenada en cantinas o tanques de
enfriamiento. Adicionalmente, en Colombia los tanques pueden guardar leche de varios
hatos, constituyéndose en un acopio. Numerosos estudios han detectado la presencia de
L. monocytogenes en la leche de tanques y cantinas, por tal razén la leche se considera
una de las fuentes mas importantes para la contaminacion de los quesos (121, 122). La
contaminacién en esta etapa puede provenir del ordefio o directamente de las cantinas o
los mismos tanques. La presencia de depésitos de agua, materia organica, temperaturas
frias y deficiencia en los procesos de limpieza y desinfeccion de los tanques de
enfriamiento, puede proveer condiciones favorables para la sobrevivencia y desarrollo de
L. monocytogenes (119, 120).

Antognoli et al. 2009 correlacionaron algunas variables con la presencia de L.
monocytogenes en tanques de almacenamiento, encontrando que en los hatos abiertos,
se aumenta el riesgo de contaminacion y que el almacenamiento del estiércol en zonas
alejadas disminuye el riesgo de contaminacién (por reduccién del riesgo de contaminacién
de los animales) (122). Los autores también encontraron que en hatos de mas de 500
animales aumentaba el riesgo de contaminacion de los tanques por este microorganismo
(123).

Debido a la naturaleza psicotréfica de L. monocytogenes, el nimero de microorganismos
puede incrementarse cuando la leche es almacenada en refrigeracion durante largos
periodos. En estudios realizados por Donnelly & Briggs, 1986 citados por Lake et al, 2005
en leche fresca en un periodo de 48 horas, se reporta a 4°C un aumento de 1,5 ULy a
10°C se observé un incremento de 6 UL (118), por tal razon debe darse importancia a la
temperatura y al tiempo de almacenamiento.
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c. Acopio de laleche/ Transporte:

El acopio de la leche puede llevarse a cabo de tres formas: a) en la finca, cuando en un
tanque se recoge la leche proveniente de varios hatos, b) en el transporte cuando leches
de varias explotaciones son recogidas directamente en carro tanque o0 ¢) en un centro de
acopio o directamente en la planta de procesamiento cuando son llevadas directamente
alli por parte del productor.

En esta etapa el riesgo de contaminacion por L. monocytogenes es similar al descrito en
la etapa anterior para tanques de enfriamiento. Debe considerarse en esta etapa el
mantenimiento de la temperatura de refrigeracion y el tiempo de almacenamiento.

1.8.2 Transformacion agroindustrial — Elaboracién de queso campesino

El queso fresco es definido por la Resolucion 2310 de 1986 del Ministerio de Salud como
un “producto higienizado sin madurar, que después de su fabricacion esta listo para el
consumo” (13). El queso campesino es un queso fresco, no acido y elaborado con leche
de vaca, sin maduracion, que puede ser prensado o simplemente moldeado, blando, con
porcentaje de humedad alto y sabor ligeramente salado (124).

El queso campesino tiene diferentes denominaciones o nombres de acuerdo a la region
en donde se elabora: paisa, de o0jo, de granja, de prensa, fresco y sabanero, y gran
variedad de formas segun la zona donde se fabrique. El producto es de color blanco, de
apariencia brillante y algo rugosa y textura semiblanda (124, 125).

En el anexo 5 se muestra la ficha técnica del queso campesino. El pH de este queso varia
entre 6,2 y 6,6 y el a, es de 0,98, estos parametros no inhiben el crecimiento de L.
monocytogenes. La vida util del queso campesino elaborado en forma industrial y
empacado al vacio es de 18 a 21 dias y en el queso artesanal es de 1 semana.

a. Descripcion del proceso

El queso campesino, de acuerdo con los datos de IVC del Invima para quesos frescos y
madurados durante el periodo 2000 - 2009 fue el que presentd mayor prevalencia de L.
monocytogenes.

En la Tabla 11 se muestran las etapas del proceso de produccion del queso campesino
para la elaboracion industrial y artesanal indicando los pardmetros de proceso. Cabe
aclarar que en el proceso artesanal se pueden presentar diversos factores que propician
la proliferacion de L. monocytogenes como se discutira mas adelante.
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Tabla 12. Descripciéon del proceso de elaboracion del queso campesino: produccién

industrial y artesanal

Etapas proceso
industrial

Descripcién de parametros de
proceso industrial

Descripcién parametros de
proceso artesanal

Recepcion de la
leche

Acidez 0,13 — 0,17 % de acido lactico
pH: 6,6 — 6,8
Grasa: 3,4-45%
Filtracion en linea y centrifugacion

Acidez 0,13 — 0,17 % de &cido
lactico

Filtracion por filtro de paso

Estandarizacién

Grasa: 2,8 -3,0%

Separacion de la grasa por
cuchareo, no hay estandarizacion

Pasteurizacion Temperatura/tiempo Temperatura/tiempo 63 °C/30 min
72 °C/15seg 0 63 °C/30 min en tina

Por tuberia
Traslado de la Temp: 32°C NA.
leche ; i .

Tiempo: 5 min

Ajuste de Temp: 32°C | Temp. 32°C
temperatura Tiempo: 30seg — 6 min Tiempo: 3 horas

Adicion cloruro de
calcio

0,1 — 0,2% disuelto en agua

0,1 — 0,2% disuelto en agua

1-2,59/100L, segun potencia del

1-2,59g/100L, segun potencia

Adicién de cuajo cuajo. del cuajo.
Disuelto en agua potable Disuelto en agua potable

Coaaulacién Temp: 32°C Temp. 32°C
9 Tiempo: 45 min Tiempo: 45 min

Corte Conliral-2cm Con cuchillo

ReDOSO Temp: 32°C Temp: 32°C
P Tiempo: 5 min Tiempo: 5 min

Temp: 32°C Temp: 32°C

Agitacion suave

Tiempo: 5— 10 min

Tiempo: 5— 10 min

Desuerado inicial

Extraccion del 30% del suero

Extraccion del 30% del suero

Calentamiento
lento de la cuajada

Temp: 38°C
Tiempo: 10 min

Temp: 38°C
Tiempo: 10 min

Desuerado final

Extraccién completa

Extraccién completa

Salado y amasado

Cloruro de sodio 1-2,0% del peso de

Cloruro de sodio 1-2,0% del peso

la cuajada de la cuajada
Temp: 36°C Temp: 36°C
Moldeado Tiempo: 25 min N.A
Primer volteo 30 minutos N.A.
Segundo volteo 30 minutos N.A.
Prensado Tiempo: 10 min a 6 horas Tiempo: 6 - 12 horas
Enfriamiento Temp. 4 — 6°C Temp. 4 — 6°C

Llevar a cuarto frio

Tiempo: 12 — 18 horas

Tiempo: 12 — 18 horas

En materiales inertes con o sin

Envase En materiales inertes con o sin vacio :
vacio
Almacenamiento
después de Temp. 4 —-6°C Temp. 4 —-6°C
envasado
Temp: temperatura Min: minutos  Seg: segundos N.A. No aplica

Con base en las etapas de elaboracion del queso campesino en la Tabla 11 se indican los
principales factores de contaminaciéon y diseminacién de L. monocytogenes durante el
proceso y en el producto terminado.
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Tabla 13. Factores de contaminacion y diseminacion de L. monocytogenes en la elaboracion

del queso

Factores de
contaminaciéon

Descripcion / Recomendacién

Etapas del proceso
de elaboracion

Materia prima

La leche contaminada con L. monocytogenes puede contaminar
equipos, otra leche e instalaciones. Concentraciones mayores a
10° UFC/g de L. monocytogenes en la leche cruda permitiran la
sobrevivencia de la bacteria después de la pasteurizacién. La leche
debe filtrarse inmediatamente después de la recepcion para
eliminar particulas que pueden vehiculizar el microorganismo
(suciedad, particulas de pienso, polvo, etc.) (119, 120, 126).

Recepcion

Agua: el agua utilizada para la preparacion del cloruro de calcio, si
no es potable, puede contener L. monocytogenes

Adicion de cloruro
de calcio
Trabajo en tina*

Listeria monocytogenes puede estar presente en cuajo (Ryser,
1999), citado por Lake et al 2005 (118). Se recomienda el uso de
materias primas certificadas.

Trabajo en tina

Instalaciones

En los depédsitos de agua, pisos, drenajes y cuartos frios se
favorece la sobrevivencia y persistencia de L. monocytogenes y la
posible formacién de biopeliculas. Se deben realizar reparaciones
locativas para evitar la formacion de depdsitos de aguas e
implementar un adecuado programa de limpieza y desinfeccion,
para prevenir la formacion de biopeliculas en areas de produccién
(120).

Las zonas con alto contenido de humedad favorece la formacion de
biopeliculas. Se debe evitar el uso de difusores de aire que
puedan presentar acumulacion de agua.

Todas las etapas

Equipos y
utensilios

El uso de materiales porosos favorece la persistencia de L.
monocytogenes en las plantas. Los filtros y lineas de conduccion
son puntos de contaminacion. Se deben usar equipos y utensilios
de materiales apropiados como acero inoxidable que faciliten la
limpieza y desinfeccion (75).

La presencia de L .monocytogenes en el cuarto frio constituye una
fuente potencial de recontaminacion del producto terminado (121,
127). En equipos de refrigeracién se debe tener control de la
calidad microbioldgica del agua refrigerante.

Todas las etapas

Personal

Los manipuladores pueden ser una fuente de diseminaciéon durante
el proceso, por contacto directo o indirecto. Deben recibir
capacitacion permanente sobre buenas practicas higiénicas (121).

Todas las etapas

Proceso

Mantener el control de la temperatura y los tiempos de proceso.

Todas las etapas

La refrigeracion no impide la multiplicacion de L. monocytogenes,
pero mientras mas baja la temperatura, mas lenta sera su
multiplicacion/ La temperatura de recepcion y almacenamiento no
debe ser mayor a 4°C.

Recepcion y
Almacenamiento

Un proceso inapropiado de pasteurizacion, un equipo dafiado u
operado incorrectamente pueden permitir que L. monocytogenes u
otros patdgenos sobrevivan. Este es el principal punto de control
durante el proceso, por tal razén es de gran importancia su
monitoreo (118). Debe garantizarse la temperatura y tiempo de
pasteurizacion. (Valor D de la leche a 72°C es de 2,7 segundos y a
63°C es de 43 segundos (128).

El suero de leche se considera una fuente de contaminacion. El
exceso de liquido debe ser retirado durante el proceso de prensado
(129).

Pasteurizaciéon

Periodos de tiempo prolongados posteriores a la pasteurizacion de
la leche o del producto terminado pueden favorecer la

Enfriamiento
después de la
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Etapas del proceso
de elaboracién

Factores de

I Descripcion / Recomendacién
contaminacion

multiplicacién del microorganismo El enfriamiento de la leche hasta  pasteurizacion y el
32°C, después de la pasteurizacién debe hacerse en el menor prensado
tiempo posible, al igual para el producto terminado que es llevado a

refrigeracién (2-4°C)

Los procesos de limpieza y desinfeccion deficientes y/o la ausencia
de programas de limpieza y desinfeccion favorecen la formacién de
biopeliculas de L. monocytogenes en superficies que no entran en
contacto con el producto como pisos y drenajes y en superficies de
contacto como equipos Yy utensilios. La presencia del
microorganismo en medio ambiente contribuye a la contaminacion
del producto durante el proceso y a la recontaminacion de producto Preoperacional
terminado (10).

Se debe evitar la formacién de incrustaciones que favorecen la
generacién de biopeliculas, mediante la aplicacion de agentes
quelantes y ablandadores. Utilizar desinfectantes eficaces y
estableciendo la rotacion de los mismos, esta rotacién debe
establecerse de acuerdo a la frecuencia y volumen de produccién

Limpieza y
desinfeccién

*. Comprende las siguientes etapas: Adicion de cuajo, coagulacion, corte de la cuajada y reposo, agitacion y
desuerado.

1.8.3 Distribucién, comercializaciéon y venta de quesos

La refrigeraciébn de los alimentos para prolongar su vida util ha abierto una ventana
ecoldgica para el crecimiento de L. monocytogenes debido a la naturaleza ubicua y
psicotrofica, por lo tanto la temperatura y tiempo de almacenamiento debe ser tenido en
cuenta como un factor para minimizar el crecimiento del microorganismo (130). La
cantidad de Listeria que puede ser transferida al alimento por contacto con superficies
contaminadas depende de la cantidad del microorganismo y la fuerza de adhesion a los
materiales (131).

Durante la distribucién, comercializaciéon y venta se debe garantizar que las temperaturas
de almacenamiento no sean mayores a 4°C, y que no exista contaminacion cruzada con
otros alimentos, superficies y utensilios (132).

Se debe prevenir la formacion de depdsitos de agua en cuartos frios y sifones en areas de
almacenamiento, garantizando programas apropiados de limpieza y desinfeccion para
prevenir la formacion de biopeliculas (133).

1.8.4 Consumo

Otro aspecto importante es el manejo del queso por parte los consumidores, quienes
constituyen el ultimo eslabén de la cadena bajo el concepto “De la granja a la mesa”y la
manipulacion y comportamientos de consumo son criticos para minimizar el riesgo de
contraer Listeriosis (99).

Azevedo et al (2005), Jackson et al (2007) & Ovca et al (2009), mostraron una correlacion
entre la presencia de L. monocytogenes en la superficie de refrigeradores domésticos y
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temperaturas inapropiadas en algunos de ellos, generando pérdida de la cadena de frio
(134-136). Un estudio realizado en 931 refrigeradores de uso doméstico en Estados
Unidos, hallé que el 1,6% se encontraba por encima de 10°C, aumentando el riesgo de
multiplicacién de L. monocytogenes. Estudios en Europa han sefialado que la temperatura
de los refrigeradores puede variar entre 4,8-10°C, superando la temperatura apropiada de
almacenamiento (137).

Adicionalmente, una revision sobre estudios de seguridad de los alimentos realizada en
los Estados Unidos, el Reino Unido y Australia (99) sefiala que un nimero substancial de
consumidores realizan una manipulacion inapropiada de los alimentos en el hogar,
incluyendo el almacenamiento por largos periodos a altas temperaturas, contaminacion
cruzada y mala higiene personal, por lo tanto un aspecto importante de la gestién de
inocuidad de los alimentos es la educacion al consumidor, asi como una informacion
apropiada en el etiquetado del producto, indicando la temperatura de conservacion y la
vida atil.
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Conclusiones

v' Los quesos frescos que presentan mayor prevalencia de L. monocytogenes, de
acuerdo con los datos suministrados por el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (Invima ) para el periodo 2000- 2009 (4) son, en su
orden, el queso campesino, el queso doble crema y la cuajada.

v No es posible estimar el riesgo de enfermar por L. monocytogenes asociado al
consumo de queso fresco porque en Colombia no se dispone actualmente de
informaciéon suficiente sobre su consumo (tamafio, nimero de porciones y
frecuencia), asi como de recuentos del microorganismo en leche cruda y en el
queso, datos de dosis/respuesta ni modelos de crecimiento especificos para el
queso en estudio.

v" Acorde con la evidencia descrita a lo largo del documento se puede concluir que
todas las etapas de la cadena presentan riesgo de contaminacion por L.
monocytogenes debido a la caracteristica de ubicuidad del microorganismo. Sin
embargo, la eficacia de los procesos de limpieza y desinfeccion llevados a cabo
durante las etapas de produccién son vitales para determinar la presencia o
ausencia del microorganismo en el producto final.

v' Entre las medidas preventivas y de control aplicables a lo largo de la cadena se
encuentra:

Produccién Primaria

o La presencia de L. monocytogenes en ensilajes constituye un riesgo para la
contaminacién de los animales y de la leche, por tal razén se deben
realizar practicas apropiadas para la produccién de ensilaje y asi prevenir
la introduccién de esta bacteria en los hatos y su diseminacién en la leche.
El riesgo de contaminacion se incrementa notablemente cuando los
ensilajes tienen un pH mayor o igual a 4,5 (111).

o L. monocytogenes puede sobrevivir en ensilajes no tratados con pH mayor
o igual a 4,9, por periodos de 30 a 90 dias. Un aumento en el tiempo de
almacenamiento del ensilaje podria reducir el recuento del microorganismo.
La adicion de acido formico o acido lactico disminuye el periodo de
sobrevivencia del microorganismo en el ensilaje. Por lo anterior, la forma
mas préctica para reducir la presencia de este en ensilajes de pasto, es
realizarlo con fermentacibn mayor a 30 dias con microorganismos
eficientes y aplicacion de aditivos acidos (138).
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o Los bovinos pueden ingerir comida contaminada y posteriormente
amplificar la contaminacion al convertirse en portadores diseminando el
microorganismo en la granja a través de las heces. Se deben realizar
esfuerzos en investigacion y educacion encaminados a identificar y
prevenir los riesgos en la produccién primaria, identificando reservorios e
implementando programas de reduccién de patdégenos (139).

o Las cepas de L. monocytogenes que causan mastitis en bovinos pueden
ser transferidas a humanos a través de la leche cruda, un aspecto
importante es la deteccion temprana de mastitis en bovinos y pequefios
rumiantes.  Por tal razén el recuento de células somaticas y la
implementacién rutinaria de la prueba CMT (California Mastitis Test) son
recomendables para detectar procesos inflamatorios en la glandula
mamaria y deben ser de caracter obligatorio en las fincas (113). Para
prevenir la presencia de L. monocytogenes en leche cruda resulta
fundamental la aplicacion de buenas practicas ganaderas (aseguramiento
integrado de fincas), principalmente la implementacion de programas de
manejo de residuos sdlidos y liquidos, tratamiento de aguas, programas de
control de mastitis y uso de condiciones higiénicas durante el ordefio,
siendo programas esenciales para prevenir la acumulacion, la
sobrevivencia y la transmision de patdgenos (121).

o El monitoreo de los animales, las condiciones de manejo, y los registros de
la finca pueden contribuir a la identificacion y manejo del riesgo. El Sistema
de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP) puede ser
utilizado adicionalmente como una estrategia para el control del producto
(140).

o La leche sin pasteurizar usualmente es consumida por los manipuladores
en sus hogares, sus familias y vecinos en las granjas, aumentando el
riesgo de infeccion y diseminacién de L. monocytogenes en areas rurales
(139). Una medida de control sera educar a la poblacion sobre el riesgo
que representa el consumo de leche cruda y quesos elaborados a partir de
ésta. Como medida de control para L. monocytogenes se debe promover la
elaboracion de quesos frescos a partir de leches higienizadas (139).

Ordefio

o La presencia de animales portadores asintomaticos en la produccién
primaria se ha asociado con el riesgo de contaminacion de la leche y la
higiene durante la rutina de ordefio (120, 141). En la granja, para disminuir
la contaminacion de la leche en los tanques de almacenamiento, se
requiere la adopcion de practicas de ordefio y de higiene apropiadas. Los
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procesos de limpieza y desinfeccion de la ubre antes del ordefio reducen la
contaminacién microbiana de equipos Yy las infecciones de la glandula
mamaria debido a la disminucion de la carga ambiental de L.
monocytogenes en los cuartos de las vacas (116, 142). Un aspecto
fundamental es la utilizacion de “agua limpia” para los procesos de limpieza
de la ubre y los equipos y del lavado de las manos de los operarios (118,
143).

La presencia de L. monocytogenes en leche cruda representa un riesgo
para la contaminacion de las plantas, aumentando la carga y favoreciendo
la contaminacion post-proceso, por tal razdén se requiere reducir la
contaminacién de la leche que es transportada a las plantas. Un aspecto
fundamental es prevenir la formacién de biopeliculas en los equipos de
ordefio mediante implementacién de protocolos de limpieza y desinfeccion
basados en las recomendaciones del fabricante.

Almacenamiento En Cantina o Tanque

O

O

En esta etapa se debe garantizar la implementacion de protocolos de
limpieza y desinfeccién apropiados para los tanques de enfriamiento o
cantinas con el objeto de prevenir la formacién de biopeliculas (119, 120).
Debido a que el nimero de microorganismos puede incrementarse cuando
la leche es almacenada en refrigeracion, se debe controlar la temperatura
de los tanques de enfriamiento (4°C), y el tiempo de almacenamiento
después del ordefio (118).

El almacenamiento del estiércol en zonas alejadas al area de ordefio
disminuye el riesgo de contaminacion (por reduccién del riesgo de
contaminacion de los animales) (122).

Acopio/Transporte

O

En esta etapa el riesgo de contaminacion por L. monocytogenes es similar
al descrito en la etapa anterior. Debe considerarse el control del
mantenimiento de la temperatura de refrigeracion y el tiempo de
almacenamiento, asi como la implementacion de programas de limpieza y
desinfeccién apropiados. Si bien la refrigeracién no inhibe el crecimiento de
L. monocytogenes, si lo hace més lento, por tal razén es fundamental el
mantenimiento de la cadena de frio desde la finca hasta la planta
procesadora.

Proceso de Elaboracion del Queso Campesino
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o La presencia de leche cruda contaminada con L. monocytogenes en las
plantas de procesamiento de queso constituye un riesgo, no solo por el uso
de leches no pasteurizadas para la produccion de quesos, sino también por
la contaminacion cruzada con quesos procesados (121). La mayoria de
guesos artesanales producidos en establecimientos de pequefia escala
son elaborados a partir de leche proveniente de granjas con diferentes
condiciones de manejo, por lo cual se recomienda a éstos la
implementacién de sistemas de aseguramiento de la calidad (materias
primas a producto terminado) (117).

o EI control de L. monocytogenes en las plantas de derivados lacteos
comprende una serie de medidas que deben manejarse de manera
integrada para reducir la presencia de este patdégeno en quesos. Los
aspectos que han reducido la presencia de L. monocytogenes en Estados
Unidos, comprenden: el monitoreo de la leche cruda, la aplicacion de
programas eficientes de limpieza y desinfeccién, estandarizados vy
documentados; y la implementacién de sistemas como HACCP (144).
Estas medidas deberdn aplicarse en todas las plantas productoras de
quesos, independientemente del tamafio (145).

o Las medidas de control integradas involucran aquellos aspectos esenciales
para la implementacion de Buenas Préacticas de Manufactura (BPM),
enfatizando en el disefio y distribucion de la planta, para prevenir la
contaminaciéon cruzada; el manejo de temperatura ambiental y de
almacenamiento; programas de limpieza y desinfeccion; higiene del
personal; condiciones de almacenamiento y distribucion; trazabilidad vy
retiro de producto contaminado (144, 145).

o A continuacion se mencionan las medidas de prevencion mas importantes:

Control de materia prima: Se debe utilizar materia prima (leche) que no
tenga concentraciones mayores a 10° UFC/g de L. monocytogenes que
puede favorecer la sobrevivencia de la bacteria después de la
pasteurizacion (119, 120, 126). Se debe garantizar que el agua o el cuajo
no estén contaminados con el microorganismo.

Instalaciones y equipos: Las instalaciones deben ser construidas de
manera que se faciliten las operaciones de limpieza y desinfeccién. Se
debe evitar la formacion de depdésitos de agua, en pisos, drenajes y cuartos
frios, para prevenir la colonizacién y formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes (120).
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El uso de equipos sanitariamente disefiados con bordes curvos, sin grietas
ni espacios muertos que faciliten una adecuada limpieza y desinfeccion
(121). Se recomienda que éstos sean de acero inoxidable ya que soportan
mejor el deterioro por la accion prolongada de agentes quimicos.

Pasteurizacion: En esta etapa se deberdn respetar los tiempos y
temperaturas recomendados, 72°C por 15 segundos 0 63°C por 30 minutos
(75). Se debe garantizar la integridad, buen funcionamiento y operacién
adecuada del pasteurizador, ya que esta etapa es un punto critico para el
control del microorganismo.

Procesos de limpieza y desinfeccion: Los procesos de limpieza y
desinfeccion disefiados para el control de L. monocytogenes,
especialmente en superficies de contacto, deben prevenir la formacion de
biopeliculas, en caso de que éstas se produzcan. Para su destruccién se
requiere la aplicacién de temperaturas superiores a 76°C durante 6 minutos
(146). Es importante sefialar que las cepas de L. monocytogenes pueden
formar biopeliculas en periodos de 48 horas a 20°C.

Se sugiere como métodos de limpieza y desinfeccion la combinacién de
tratamientos como limpieza mecanica y uso de detergentes que no generen
aerosoles, tales como rociadores de alta presién combinados con espuma,
y desinfectantes que resulten eficaces para la remocion de biopeliculas
(121).

En la tabla 14 se muestran las condiciones de uso de algunos agentes
utilizados para la inactivacion de L. monocytogenes en la industria quesera,
segun un estudio publicado por Lourengo (140)

Tabla 14. Reporte de condiciones de uso de algunos agentes utilizados en la industria
quesera para la inactivacion de L. monocytogenes

Agentes Concentracién Tlempp .d,e Temperatura (°C)
exposicion
Alquil-amina-acetato 2-3% 10-20 min  Ambiente
Lavar previamente con agua a 40-60 C.
-50, I - ’ 1Cl
Desinfectantes 2-5% 15 min 70-80 C para superficies con grasa
clorados o - _ .
0.5-2,0% 15 min 40-50 C superficies con bajo contenido de
grasa
Acido fosforico 0,5% 10-15 min  50-70°C
Tensoactivos 0,5-1,0% L Ambiente
anionicos

Fuente: Lourengo,2009 (147).
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Se debe realizar la rotacién de los desinfectantes teniendo en cuenta el
principio activo.

Uso de antimicrobianos: L. monocytogenes se ve inhibida por el uso de
compuestos que incluyen &cidos orgéanicos, acidos grasos, antioxidantes,
ahumado y especies (10). Sin embargo, por las caracteristicas sensoriales
del queso fresco colombiano, el uso de especies y proceso de ahumado no
pueden aplicarse. Investigaciones en leche cruda realizadas en Estados
Unidos en 2008 han demostrado que la aplicacion de nisina en
concentraciones de 62,5, 125, 250 y 500 Ul/ml son suficientes para
inactivar a L. monocytogenes (148).

En estudios recientes se ha observado que microorganismos autéctonos de
los quesos pueden inhibir el crecimiento de L. monocytogenes, siendo los
principales géneros Enterococcus spp, Lactococcus spp, Chyseobacterium
spp los que han mostrado en cultivo mixto inhibir a este patégeno, debido a
la produccion de sustancias anti-listericidas (149). No obstante estos
hallazgos todavia no pueden ser aplicados a escala industrial.

Tecnologias emergentes: ElI uso combinado de altas presiones
hidrostéaticas y temperaturas suaves sobre leches crudas, puede ser eficaz
para inhibir a L. monocytogenes. Chen & Hoover redujeron 8 Ul aplicando
una dosis de 500 MPa a 50°C. También se han utilizado dosis de 500 MPa
durante 10 minutos a 20°C, en leches empleadas para la elaboracién de
gueso Cammembert, siendo este tratamiento suficiente para inhibir
concentraciones de L. monocytogenes de 2-4 Ul/ml (146). Otra tecnologia
recientemente evaluada es la microfiltracién aplicada a la leche, la cual es
utilizada para la elaboracién de queso (148).

Monitoreo ambiental: se ha sugerido como una prueba Util para verificar la
efectividad de las medidas preventivas de higiene. Este monitoreo debe
incluir muestras ambientales (paredes, pisos, drenajes y condensados de
los cuartos frios), equipo de procesamiento y leche sin pasteurizar y
pasteurizada (10).

Almacenamiento: En el almacenamiento del queso fresco colombiano las
temperaturas deben ser inferiores a 4°C para reducir la multiplicacién de L.
monocytogenes. Se debera evitar la condensacion de agua en los cuartos
frios. Otro aspecto fundamental es el tiempo de almacenamiento debido a
la naturaleza psicrofila del microorganismo (130).
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DISTRIBUCION COMERCIALIZACION Y VENTA

Se debe garantizar que las temperaturas de almacenamiento sean menores a 4°C
y que el almacenamiento no sea por periodos de tiempo prolongados que puedan
permitir la proliferacion del microorganismo; ademas que no exista contaminacién
cruzada con otros alimentos, superficies y utensilios. Se debe prevenir la
formacion de depdsitos de agua en cuartos frios y sifones en é&reas de
almacenamiento, implementando programas de limpieza y desinfeccion eficaces
para prevenir la formacion de biopeliculas (133).

CONSUMIDOR

Un aspecto importante para disminuir el riesgo de infeccién por L. monocygenes
es la educacion al consumidor, orientada especialmente a los grupos de riesgo
(141), sobre aspectos relacionados con la manipulacién de los alimentos en el
hogar, el almacenamiento, la contaminacién cruzada y las practicas de higiene
personal. Se debera informar al consumidor sobre la temperatura de refrigeracion
apropiada y la limpieza de refrigeradores domésticos, asi como de la relevancia de
conocer la vida util y la temperatura de conservacion que aparecen en las
etiquetas de los productos.
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Recomendaciones

a. Cadena productiva (Queso campesino)

Vi.

Vii.

viii.

Aplicar medidas higiénicas adecuadas en todas las etapas de la cadena.

Evitar la formacion de biopeliculas en equipos de ordefo, tanques de
almacenamiento, carrotanques, pasteurizador y demas equipos y utensilios del
proceso, asi como en los equipos de frio, utilizando materiales adecuados y
programas de monitoreo del microorganismo, haciendo especial enfasis en los
programas de limpieza y desinfeccién y los de mantenimiento de valvulas.

Verificar que los ensilados utilizados en la alimentacion animal tengan valores
de pH inferiores a 4,5, para reducir la contaminacién de los animales con L.
monocytogenes y por ende de la leche.

Garantizar la temperatura de los tanques de almacenamiento de leche por
debajo de 4+2°C mediante la implementacién de programas de mantenimiento
y calibracion de los equipos en las granjas, centros de acopio y plantas de
procesamiento.

Implementar y controlar las practicas higiénicas apropiadas antes y durante la
rutina de ordefio.

Retirar y depositar el estiércol en zonas alejadas al ordefio para su posterior
disposicion.

Monitorear la presencia de mastitis mediante el recuento de células somaticas
y la prueba CMT.

La leche destinada para la elaboracion de quesos frescos debe ser
pasteurizada, con el objeto de eliminar L. monocytogenes.

El almacenamiento de los quesos en planta y durante la distribucién y
comercializacion y venta debe realizarse a temperatura de refrigeracion, por
debajo de 4°C, y con una humedad relativa menor al 85%.

Se debe contar con un sistema de gestién de inocuidad (HACCP o similar)
implementado en cada uno de los eslabones de la cadena, para garantizar la
obtencion de queso fresco que no represente riesgo para los consumidores,
tanto en los procesos industriales como artesanales.
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Vi.

Xi.

b.

Se debe realizar monitoreo rutinario de L. monocytogenes en granja, leche
cruda, planta y producto terminado.

Capacitacion

Los operarios y deméas actores de la cadena productiva deben recibir
capacitacion permanente sobre los peligros asociados a L. monocytogenes y
sus medidas de prevencion y control.

Informar convenientemente al consumidor, especialmente a los grupos
vulnerables sobre el riesgo asociado al consumo de queso fresco debido a la
posible contaminacion con L. monocytogenes.

Se debe garantizar que todo el personal de salud y de las entidades del estado
con funciones de vigilancia se capacite en diagnéstico clinico de Listeriosis y
técnicas de laboratorio para la identificacion, serotipificacion y cuantificacion de
L. monocytogenes.

Entidades responsables de la vigilancia de enfermedades y el control de los
alimentos:

Establecer estrategias que permitan realizar estudios completos de los casos y
brotes de Listeriosis estableciendo la relacion entre el alimento implicado y los
individuos afectados.

Mejorar la capacidad cientifica, técnica y operativa de la red de laboratorios para
identificar, serotipificar y reportar todas las cepas de L. monocytogenes aisladas
en animales, humanos y alimentos.

Se recomienda que el pais adopte una metodologia de cuantificacion de L.
monocytogenes para suministrar informacion util para la evaluacion de riesgos, y
de esta manera fortalecer las politicas de inocuidad, dado su impacto en la salud
publica y el comercio.

Se debe actualizar la normatividad para quesos donde debe incluirse la busqueda
de L. monocytogenes como obligatoria.

Establecer la notificacion obligatoria de Listeriosis en humanos, teniendo en cuenta
sus diferentes manifestaciones (septicemia, meningitis y abortos).

Debe disponerse de patrones de consumo detallados en el pais, que incluyan el
tipo de queso que se consume, la cantidad, el origen (industrializado o artesanal),
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Vii.

viii.

asociados a grupos de riesgo y poblacion general, por lo que debe realizarse un
estudio que pueda generar esta informacion.

Es necesario definir los criterios unificados para la denominacioén y clasificacién de
los diferentes tipos de queso fresco existentes en el pais, con el objeto de
armonizar el sistema de informacion para la recoleccion de datos de IVC.

Para el estudio de brotes es importante realizar el aislamiento del microorganismo
a partir de muestras clinicas y en el alimento sospechoso mediante los métodos
descritos anteriormente, y posteriormente deberan usarse técnicas moleculares
para establecer la posible asociacién entre las cepas de origen clinico y las
aisladas a partir del alimento.

d. Otros

Con base en los estudios de ocurrencia internacional, y la poca informacion del
pais, se recomienda realizar estudios de prevalencia que deberan contar con
un disefio robusto, métodos de andlisis validados y sistemas de muestreo que
permita identificar, cuantificar y serotipificar L. monocytogenes en queso fresco
en puntos de procesamiento, comercializacion y distribucion en los
departamentos de mayor produccion quesera del Pais y que posean pisos
térmicos diversos.

Se debe contar con datos de consumo de los diferentes tipos de quesos que
incluyan la estimaciéon de cuantas personas la consumen, en qué cantidad y
cuales son las poblaciones con mayor frecuencia de consumo en Colombia.

Caracterizar la industria quesera del pais (formal e informal) incluyendo la
produccion, comercializacion y distribuciéon tanto del mercado interno como
externo.

Para generar adecuados documentos cientificos se requiere contar con datos
de ocurrencia de L. monocytogenes y, para evitar la duplicacion de esfuerzos y
recursos se solicitar4 a la industria, a la academia, organismos estatales y
otras entidades privadas informacion existente sobre el tema. Para ello, la
UERIA redactara procedimientos e instrumentos para unificar la recoleccion de
la informacion.

Las vias para recopilar informacion que se proponen, asegurando la
confidencialidad cuando sea requerida, son:

o Industria: Gremios, camaras, asociaciones
o Academia: universidades, centros de investigacion
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o Colciencias, Comité Nacional del Codex Alimentarius de Colombia.

Para la realizacién de los estudios propuestos, se deben proveer recursos y
entre los mecanismos a considerar se deberia incluir priorizaciones de
investigacion tanto por parte de la academia como por los otros actores del
Sistema MSF.
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Glosario

Agua Limpia: Agua que no pone en peligro la inocuidad de los alimentos en las
circunstancias en que se utiliza.

Afios de Vida Potencialmente Perdidos (AVPP): Indicador de estado de salud que
establece los afios de vida potencialmente perdidos por grupos de enfermos, por 100 mil
personas

Beiopelicula: Una biopelicula o biofilm es un ecosistema microbiano organizado,
conformado por uno 0 varios microorganismos asociados a una superficie viva o inerte,
con caracteristicas funcionales y estructuras complejas.

Cadena Agro-Productiva se define como el conjunto de actores y de actividades que
abarcan la provision de insumos y otros servicios, produccion primaria, transformacion
agroindustrial, comercializacion interna, comercio exterior y consumo.

Ensilaje: Técnica de conservacion de forrajes verdes, tubérculos, raices y algunos
residuos industriales, que consiste en la fermentacion de dichos productos con el fin de
ser destinados para la alimentacion de ganado.

Hatos Abiertos: Son aguellos hatos donde las novillas de reemplazo provienen de otras
explotaciones

Pasteurizacion: Tratamiento térmico el cual, mediante una relacion de temperatura y
tiempo, busca disminuir o destruir los microorganismos presentes, sin alterar de manera
esencial su valor nutritivo y caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas. Las
condiciones minimas de pasteurizacion son aquellas que tienen efectos bactericidas
equivalentes al calentamiento de cada particula a 72°C - 76°C por 15 segundos
(pasteurizacion de flujo continuo) o 61°C a 63°C por 30 minutos (pasteurizacion
discontinua) seguido de enfriamiento inmediato hasta temperatura de refrigeracion.

Queso: Es el producto obtenido por coagulacion de leche, de la crema de leche, de la
crema de suero, del suero de la mantequilla o de la mezcla de algunos o todos estos
productos, por la accién del cuajo u otros coagulantes aprobados.

Queso Artesanal: Es el producto elaborado basado en un proceso de produccion que
involucra equipos y utensilios poco complejos como tanques, tinas y prensas. Se
caracteriza por contar con la participacion de personal polivalente durante su elaboracion
y por tener alta variabilidad. Ademas, generalmente es elaborado a partir de leche de un
area especifica y por participar en un mercado localizado con distribucién directa.

Queso Fresco: Es el producto higienizado sin madurar, que después de su fabricacion
esta listo para el consumo. En el mercado Colombiano se ofrecen diferentes variedades
de queso fresco con las siguientes denominaciones: queso campesino, cuajada, queso
doble crema, queso paipa, queso antioquefio, queso tipo mozzarella, entre otros. Segun
la legislacién colombiana pueden ser clasificados de acuerdo al contenido de humedad:
blando, semiblando, semiduro y duro; y segun contenido de grasa en: rico en grasa,
graso, semigraso, semimagro y magro.
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http://salud.glosario.net/alimentacion-nutricion/alimentaci%F3n-2195.html

Queso Industrial: Es aquél elaborado en un proceso de produccion que involucra
personal especializado y organizado; y equipos y utensilios simples y complejos,
normalmente soportados en procesos de automatizacion. Generalmente se utiliza leche
de diferentes procedencias geograficas y la produccién es a alta escala. Este producto
tiene poca variabilidad y puede participar en diferentes canales de comercializacion
debido a los volumenes de produccion. El precio esta condicionado por el mercado.

Termizacion: Tratamiento térmico al que se somete la leche cruda, con el objeto de
reducir el numero de microorganismos presentes en la misma y permitir un
almacenamiento mas prolongado antes de someterla a elaboracion ulterior. Las
condiciones de la termizacién son de minimo 62°C durante 15 a 20 segundos, seguido de
enfriamiento inmediato hasta temperatura de refrigeracion. La leche termizada debe
reaccionar positivamente a la prueba de fosfatasa alcalina, siendo prohibida su
comercializacion para consumo humano directo. La termizacion no reemplaza la
pasteurizacion.
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SIGLAS

AOAC: Assaociation of Analytical Chemists

BAM: Bacteriological Analytical Manual

CDC: Centro de Control de Enfermedades

Conpes: Consejo Nacional de Politica Econémica y Social

DTS: Direccion Territorial de Salud

Ensin: Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional en Colombia

FDA: Food and Drug Administration (Agencia de Alimentos y Medicamentos)

FSAI: Food Safety Authority of Ireland (Autoridad Irlandesa de Seguridad Alimentaria)
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

INS: Instituto Nacional de Salud

Invima : Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos

ISO: International Organization for Standardization (Organizacion Internacional para la
Estandarizacién)

LCR: Liquido Cefaloraquideo

MSF: Medidas Sanitarias y Fitosanitarias

MPS: Ministerio de la Proteccion Social

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Sivigila: Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica

UE: Union Europea

UFC: Unidad Formadora de Colonia

USDA: United States Department of Agriculture (Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos)
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ANEXOS

Anexo 1 Prevalencia de cada uno de los serotipos de L monocytogenes provenientes de
quesos en el periodo 2000 a 2009.

Serotipo

Producto Total | Departamento T2a | 126 | 1/2c 3a 130 1 3c | 4a | 4b e ac Jde Total
Antioquia 2 4 4 10
Cuajada 26 Distrito Capital* 1 1 9 2 13
Valle 2 1 3
Antioguia 10 32 21 1 1 58 38 7 168
Caldas 1 1
Cérdoba 1 1
Distrito Capital* 11 23 8 1 1 1 86 1 1 19 152
Queso Magdalena 1 1
campesino 401 | Meta 1 1
Narifio 20 2 33 4 59
Norte de
Santander L L
Santander 3 3
Valle 5 7 2 14
Suer0~ 2 Antioquia 2 2
costefio
Antioquia 2 2
Boyaca 1 1
chlé?nS: doble | o1 I 'Distrito Capital® 7 9 7 1 | 40 11 | 75
Narifio 1 1 9 11
Valle 1 1 2
Queso 19 Antioguia 2 1 1 4
mozzarella Distrito Capital* 4 9 2 15
Queso - -
costerio 9 Distrito Capital 3 1 5 9
Queso o -
crema 3 Distrito Capital 2 1 3
Queso Distrito Capital*
1 1 1
descremado
Queso Distrito Capital*
. 1 1 1
pasteurizado
Queso pera 8 Distrito Capital* 8 8
Queso de
cabra 1 Valle 1 1
Total 562 63 79 40 1 3 2 2 | 279 39 2 52 562
1/2a | 1/2b | 1/2c | 3a | 3b | 3c |4a | 4b de 4c 4d-e
Porcentaje 11,2 | 141 | 7,12 {0,118 05|0,4|0,4|49,6| 6,94 | 0,36 | 9,25

*Bogota, Cundinamarca
Fuente: Invima , 2010 (4)

62



Anexo 2 Muestras de queso procesadas en el Distrito Capital, Antioquia y Narifio con
reporte de L. monocytogenes.

. Tipo de Menor de . . Total
Tipo de queso N 10 Negativo NR  Positivo general
Quesadillo Comercializacién 12 1 13
Industria 48 4 54
Quesillo Industria 23 23
Quesito Comercializaciéon 13 21 34
Estab. Educativo 2 1 3
Establ.Penitenciario 1 1
Hogar 3 4 7
Industria 163 16 107 286
Restaur. comercial 7 3 39 49
Queso Ancianatos 1 1
Casino particular 2 2
Club social 1 1
Comercializacion 1658 92 323 2073
Estab. Educativo 32 6 6 44
Estab. Militar 2 2
Hogar 10 3 1 14
Hospital 5 2 7
Industria 423 25 28 476
NR 15 3 2 20
Queso bajo en
grasa Hogar 1 1
Queso fresco Club social 4 4
Comercializacion 106 15 5 126
Estab. Educativo 6 6
Establ.Penitenciario 4 4
Hogar 1 27 2 2 32
Industria 48 2 12 62
NR 1 1
Restaur. comercial 4 3 7
vivienda 1 1
Queso fresco: Comercializacion 7 2 9
campesino
Industria 19 3 22
Restaur. comercial 1 1
Queso fresco: Comercializacién 11 11
cuajada Hogar 4 4
Industria 17 1 18
Restaur. comercial 1 3 2 6
Queso fresco: Comercializacién 8 8
doble crema .
Industria 13 13
Queso fresco: o
mozzarella Comercializacion 4 4
Queso e
parmesano Comercializacion 1 1
Queso semiduro .
y graso Industria 2 2
Total general 1 2708 190 554 3453

Fuente: UERIA,2010 (4)
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Anexo 3 Caracteristicas generales de los métodos utilizados para la deteccién y aislamiento de L. monocytogenes

Aprobada por

Método Sensibilidad . legl de. . Dificultad® Tlemp'o Qe Tiempo2 Dlqunlble Autqmatgamon entidades
identificacion enriquecimiento comercialmente disponible ;
regulatorias
Microbioldgico <10* dGh?enri:]OciI;zitgrr]Ia, resjt-:d%: Sng a;?iVOS Medios Si, es el método
(medios . L Alta > 48 horas . 9 deshidratados o NO horizontal (Gold
. células/ml Bioquimica de y 7 dias més para
convencionales) . : : preparados standard)
especies determinar especies
. . Muchos
Inmunologico >10° | ferencias Baja 40-48 1-2h S| S| metodos han
(ELISA-ELFA) células/ml | P ! sido
L. monocytogenes 3
aprobados
Inmunocaptura >10° Género Listeria,
ELISA P células/ml pocas diferencias Media 24-30 1-2h Sl Sl NO
L. monocytogenes
; Diferenciacién de
Inmunocaptura > 10 todas las especies, .
PCR células/ml | > 2incluso Media 24-30 >2 St NO NO
subgrupos
>10° Diferenciacién de AlQUNOS
PCR . todas las especies, Baja 40-48 >2 Sl Sl 9
células/ml . aprobados
incluso Subgrupos
Qo 7 Diferenciacion de
gll\tl)xdamon de cél>ultglml todas las especies, Baja 2-4h Sl Sl

incluso subgrupos

'Se refiere al tiempo de ejecucién de la prueba;

Ereenriquecimiento.
Dependen de la casa comercial y las aprobaciones pueden ser por pais.
Fuente: Gasanov et al., 2005 (150).

“ El tiempo que transcurre en el cual se llega al diagnéstico excluyendo el tiempo del
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Anexo 4. Método parala enumeracion de L. monocytogenes.

Preparacion de diluciones

Utilizar como diluyente agua peptonada tamponada o caldo base Fraser (media
concentracion).

Pesar 25 gramos de la muestra y adicionarla al caldo de dilucién (225 ml), dilucién 10™.

Dejar reposar la suspension inicial por 1 h + 5 minutos a 20°C+2°C para mejorar la
recuperacion de los microorganismos estresados.

A partir de la primera dilucion 10" una vez terminado el tiempo de incubacion realizar
diluciones seriadas en base 10 (el numero de dilucion dependera de si se sospecha un alto o
bajo nimero de L. monocytogenes en la muestra).

Inoculacién e incubacion
Transferir con pipeta estéril 0,1mL de la suspension inicial a dos placas de agar ALOA — (Agar
Listeria Ottaviani-Agosti).

Repetir este procedimiento usando diluciones decimales consecutivas si es necesario.

Cuidadosamente esparcir el in6culo lo mas pronto posible sobre la superficie del agar con asa
de Drigalsky sin tocar los bordes de la placa. Dejar las placas cerradas a temperatura
ambiente por 15 minutos para que el inéculo sea absorbido en el agar.

Invertir las placas y colocar en la incubadora a 37°C +1°C por 24 h.

Enumeracion
Después de la incubacién por 24 horas si el desarrollo de las colonias es leve 0 no se observa
desatrrollo realizar una incubacion adicional de 18 h a 24 h.

Observar la presencia de colonias presuntivas de Listeria spp. Las colonias en agar ALOA
para Listeria spp dentro de las 24 horas son pequefias y verdes debido a la actividad de la 3-
glucosidasa que produce cambio de color verde - azulado en las colonias.

Las especies patégenas como L. monocytogenes y L ivanovii son diferenciadas por la
actividad de la fosfolipasa C, especifica en el fosfatidil-inositol. Esta fosfolipasa (enzima:
lecitinasa) hidroliza la lecitina en el medio produciendo un halo opaco alrededor de las
colonias.

Las colonias presuntivas de L. monocytogenes son azul-verdosa con un halo opaco. Las
colonias de Listeria spp son azul- verdosas sin halo. Algunas cepas de L. monocytogenes
pueden mostrar un halo muy débil, en casos de estrés, en particular de estrés acido. Algunas
cepas de L. monocytogenes son caracterizadas por una lenta actividad de la fosfolipasa.
Tales bacterias son detectadas cuando la duracién total de incubacion es mayor, por ejemplo
4 dias.

Contar todas las colonias presuntivas o sospechosas de Listeria spp en cada placa que
contiene menos de 150 de colonias caracteristicas.

Confirmacion de Listeria spp



Se deben seleccionar 5 de las colonias presuntivas o sospechosas de cada placa retenida.

Sembrar por aislamiento las colonias seleccionadas sobre la superficie seca de agar Triptona
soya extracto de levadura (TSYEA), de manera que se obtengan colonias bien aisladas

Incubar las placas sembradas de 35°C a 37°C por 18 a 24 horas o hasta que el desarrollo sea
satisfactorio. Si las colonias no estan bien separadas traspase una colonia tipica a otra placa
de agar TSYEA.

Realizar las pruebas confirmativas a partir de cultivo puro en agar TSYEA.

En la prueba de iluminacion de Henry a partir del cultivo puro en agar TSYEA, las colonias
de Listeria spp aparecen azuladas.

Pruebas confirmativas
Realizar pruebas bioguimicas que incluyen Xilosa, Ramnosa, Manitol, prueba de Campo, o el
sistema API

Expresion de los resultados

Recuento de colonias de L. monocytogenes
Calcule para cada una de las placas el numero de colonias a de L. monocytogenes presentes,
usando la siguiente férmula:
a=b/AXc

Donde: b : es el nimero de colonias confirmadas por el criterio de identificacién

A : es el numero de colonias sometidas a confirmacion

C : es el nimero total de colonias caracteristicas en la placa.

Redondear a un numero entero.

Multiplicar por el inverso de la dilucién y por 10 como factor de correccion.
Informar com UFC/ml o g de alimento.

Referencias
ISO 11290-2: 01/07/1998 “Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method
for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes - Part 2: Enumeration method”.

ISO 11290-2: 1998 Enmienda 1: 15/10/2004 “Microbiology of food and animal feeding stuffs -

Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes- Part 2:
Enumeration method”.
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Anexo 5. Ficha técnica— Queso Campesino

Nombre del producto Queso Campesino

Fecha vencimiento
Dia —mes - afno

Caracteristicas generals

Composicién Estructura
M.G. 18 — 24 %, Humedad 55 — 58 % Sin ojos en el interior y textura lisa
Proteina 20— 24 %, Sal 1,5-1,7 %
pH 6,2 — 6,6

Otras
Apariencia semi blanda, superficie lisa, color blanco , sabor ligeramente salado y no 4cido

Caracteristicas fisico — quimicas

pH: 6,2 — 6,4 |a,: 0,98 | |
Caracteristicas microbiolégicas

Aerobios Mohos Coliformes Salmonella
Bajo Ausencia Ausencia Ausencia

Otros: ausencia de L monocytogenes

Empaquetado y embalaje

Unidad Material Atmosfera HR

Libra, Kg, bloque Plastico o Sin vacio 85 %
termoformados Con vacio

Otros

Materiales impermeables, sin sabores extrafios, reciclables

Etiquetado: vida Gtil 18 dias

Ingredientes Lote y caducidad |Instrucciones de | Instruc. de almacenado
Leche 18 dias uso Almacénese refrigerado a
Sal Consumase fresco |[4°C

Cloruro de calcio Consumase rapidamente
Cuajo después de abierto

Condiciones de almacenado en planta
Refrigerado a 4°C, no mayor de ocho dias

Condiciones de distribucion
Higiénicas, refrigerado a 4 °C

Otros
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