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Resumen

Se determind la frecuencia de Listeria monocytogenes y los factores de riesgo de contaminacién asocia-
dos en ensalada de frutas y yogurt natural, que se comercializaron en la ciudad de Trujillo (Peru) 2012 —
2013. Se evalué 102 muestras de ensalada de frutas y de yogurt natural, de centros de expendio de estos
productos. Se realizé una encuesta, segun ficha de vigilancia sanitaria del Ministerio de Salud, en cada
centro de expendio de dichos productos. Las muestras se sembr6 en medios de cultivo para el aislamiento
e identificacion de L. monocytogenes y se encontr6 7,84% en la ensalada de frutas y 4,90% en yogurt na-
tural. EI 42,16% de los centros de expendio los venden en mal estado de conservacion; el 63,73% de los
manipuladores no aplican buenas practicas de manipulacion, el 59,80% no cumplen las reglas higiénicas
personales y el 56,86% de los centros de expendio presentan condiciones higiénicas sanitarias no acep-
tables. L. monocytogenes estuvo presente en ensalada de frutas y yogurt natural comercializados en la
ciudad de Truijillo y existen factores de riesgo de contaminacion que actden como vehiculo de transmision
de la listeriosis en la poblacion consumidora de estos productos.

Palabras clave: Frecuencia, Listeria monocytogenes, ensalada de frutas, yogurt natural, factores de ries-
go.

Abstract

Frequency of Listeria monocytogenes and pollution risk factors associated in fruit salad and yogurt, which
were sold in the city of Trujillo (Peru) 2012-2013, were determined. The number of samples of salad of
fruits and yogurt, from centers of sale of these products, was 102. A survey, according to the Ministry of
Health surveillance card was administrated in each center of sale of these products. Samples was sown
in culture media for the isolation and identification of L. monocytogenes and found 7.84% in the fruit salad
and yogurt 4.90%. 42,16% dispensing centers sell them in a bad state of conservation; 63,73% of han-
dlers did not apply good practices of handling, 59,80% personal did not comply with the rules of hygiene
and 56,86% of retail centers did not have acceptable sanitary hygienic conditions. L monocytogenes was
present in fruit salad and yogurt sold in the city of Trujillo, and there are risk factors of pollution that act as
a vehicle of transmission of listeriosis in the user population of these products.

Keywords: Frequency, Listeria monocytogenes, fruit salad, natural yogurt, risk factors.
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I. INTRODUCCION

La alimentacién adecuada es fundamental para
la salud y la vida; a través de ella, los alimentos
aportan energia y nutrientes esenciales: proteinas,
acidos grasos, minerales, vitaminas y agua. La
pérdida de salud y de vida de muchos seres hu-
manos se debe a la ingestion de alimentos conta-
minados, alterados o toxicos (Ramirez, 2006). La
contaminacion de los alimentos, muchas veces,
produce enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA), que se definen como el sindrome originado
por la ingestion de productos alimenticios, agua o
ambos, que contienen agentes etiolodgicos en canti-
dades que afecten la salud del consumidor a esca-
la individual o de grupos. Las ETA se producen en
cualquiera de las etapas de la cadena alimentaria:
produccion, transporte, almacenamiento, elabora-
cion, distribucion o consumo de alimentos (Mossel
y Moreno, 2003; FAD, 2012). Recientemente, y en
todo el mundo, se ha reportado el incremento de
la frecuencia de estas enfermedades, sin embargo,
no todos los casos son reportados a las autorida-
des de salud, estimandose que sélo el 1 — 10% es
declarado y figuran en las estadisticas de los casos
reales (Corpas y Salazar, 2007).

Los agentes responsables de las ETA son bacte-
rias y sus toxinas, virus, parasitos, sustancias qui-
micas, metales y sustancias toxicas de origen vege-
tal que pueden provenir de herbicidas, plaguicidas
o fertilizantes (Acufia y otros, 2005). Mas frecuen-
tes son las bacterias que, como todo ser vivo, se
alimentan, reproducen y necesitan que el alimento,
que les sirve de vehiculo y de habitat, les brinde
condiciones favorables, tales como: disponibilidad
de nutrientes, temperatura adecuada, entorno no
agresivo (condiciones adecuadas de acidez, salini-
dad y humedad) (Vasquez, 2003), por lo que, si se
les concede el tiempo necesario, se reproducen a
velocidad inusitada, alcanzando dosis infectantes;
produciendo toxinas, aquellos que son toxigénicos;
convirtiendo un alimento inocuo en peligroso; algu-
nos pueden formar esporas, que germinan cuando
encuentran condiciones optimas, dando lugar a for-
mas infectantes (Uriarte, 2008).

En los ultimos afos, se ha producido la apari-
cion de otros agentes de ETA, como Escherichia
coli O157:H7 y Listeria monocytogenes, de los que
se desconocia su papel en la transmision a través
de los alimentos (Ramirez, 2006). L. monocytoge-
nes esta emergiendo como una importante bacteria
patdégena; cuya explicacion comprende cambios
importantes en la produccion (riego con aguas con-
taminadas), procesamiento y distribucién de los
alimentos (Madigan y otros, 2004), la utilizacion
cada vez mayor de la refrigeracion como medio de
conservacion primaria de los alimentos, cambios en
los habitos de alimentacion de la poblacion, parti-
cularmente relacionada a la comodidad de los ali-
mentos ya preparados, y un incremento del nimero
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de personas con alto riesgo de sufrir enfermedades
(ancianos, gestantes, recién nacidos, inmunodepri-
midos) (Mosse y Moreno, 2003).

L. monocytogenes es una bacteria que se de-
sarrolla intracelularmente, bacilo Gram positivo,
pequefio (0,4 - 0,5 micrones de ancho x 0,5 - 1,2
de largo) no ramificado, anaerobio facultativo, ha-
lotolerante, asporogeno, acapsulado, capaz de pro-
liferar a 1 - 45 °C, flagelos peritricos, gracias a los
cuales presenta movilidad a 30 °C o menos, pero
es inmovil a 37 °C, temperatura a la cual, sus fla-
gelos se inactivan (Jawetz y otros, 2008). Debido
a que su principal habitat es el suelo y la materia
vegetal en descomposicion, en la cual sobrevive y
crece como saprdfito, tiene muchas oportunidades
de contaminar alimentos crudos, procesados y/o
elaborados con leche no pasteurizada, e incluso
puede sobrevivir varias semanas en varios alimen-
tos congelados (Berrocal y otros, 2010). A partir de
los afios 80, es considerada como patégeno hu-
mano, que se transmite a través de los alimentos
causando la listeriosis (Larrain y otros, 2008), un
problema de salud publica a nivel mundial, con una
tasa de mortalidad de 20 — 30% (Medrano y otros,
2006), siendo la mortalidad mas alta que las demas
ETA. Por ello, hay interés en excluir a este microor-
ganismo de las etapas de la cadena alimentaria y
mantener las condiciones que inhiban su multiplica-
cion en los alimentos (Gamedia y otros, 2008).

Reportes epidemiologicos afirman que Esta-
dos Unidos, anualmente, presenta 2 500 casos de
listeriosis (Murray y otros, 2009); en Europa 0,1 y
11,3 casos por millén de habitantes (Winn y otros,
2008); en Chile, entre enero y mayo del 2009, se
reportaron 27 casos de literiosis, con una mortali-
dad del 26% (Ministerio de Salud de Chile, 2009).
En el Peru, solo en la Region de La Libertad, se
han reportado 42 casos de listeriosis, durante 2001
- 2008; el mayor numero en las provincias de Truji-
llo y Chepén (Ministerio de Salud del Peru, 2009).
Los datos de los origenes de los brotes de listerio-
sis indican que algunos alimentos son mas peligro-
sos que otros, considerandose de alto riesgo a los
alimentos listos para consumir y/o conservados por
un periodo de tiempo prolongado a temperatura de
refrigeracion, que se complementan con la no ob-
servancia de las buenas practicas de higiene (BPH)
y las buenas practicas de manipulaciéon (BPM) (Fra-
zier y Wethoff, 2003).

L. monocytogenes es capaz de desarrollarse en
frutas, vegetales, leche y sus derivados (Gombasd
y otros, 2003; Carrascal y otros, 2007). En el Perq,
casi no existen reportes sobre la presencia de L.
monocytogenes en ensalada de frutas y yogurt na-
tural, sin embargo, hay estudios realizados en fru-
tas tipo Buffet, en siete hoteles de San José — Costa
Rica, donde se aisl6 esta bacteria 7% (Arias y An-
tillon, 2008); y en Estados Unidos, tuvo una preva-
lencia de 4% en jugo de manzana y en una mezcla
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de jugo de manzana y frambuesa no pasteurizados
(Harris y otros, 2003).

Investigaciones en el municipio de Pamplona
(Colombia) reportan a L. monocytogenes en la le-
che sin pasteurizar 3% (Carrascal y otros, 2007);
22% en plantas lecheras en Chile (Schobitz, 2009);
39% en leche sin pasteurizar y 4,35% la pasteu-
rizada la ciudad de Manizales (Colombia) (Corpas
y Salazar, 2007). Es decir este microorganismo es
capaz de resistir a los procesos de elaboracion,
maduracioén, almacenamiento, incluso al de pas-
teurizacion de los productos lacteos.

La presente investigacion tuvo como objetivo,
determinar la presencia de Listeria monocytoge-
nes en ensalada de frutas y yogurt natural que se
comercializan en la ciudad de Truijillo, durante los
anos 2012 y 2013; asi como evaluar los factores
de riesgo asociados a la transmision de listeriosis.

Il. MATERIAL Y METODO
1. MATERIAL
1.1 Muestra

Constituido por 102 muestras de ensalada de fru-
tas y 102 muestras de yogurt natural de los centros
de expendio de la ciudad de Trujillo — Peru, desde
setiembre 2012 a abril 2013.

1.2 Instrumento de recoleccién de datos

Ficha de vigilancia sanitaria del Ministerio de Sa-
lud del Peru (Resolucién Ministerial N° 282-2003-
SA/DM, 2003).

2. METODOS Y TECNICAS
2.1. Toma de muestra para cultivo

En forma aséptica, se realizé la toma de muestras
(Norma Técnica Peruana NTP-ISO 2859-1, 2009)
de ensalada de frutas y yogurt natural, en los di-
ferentes centros de expendio de la ciudad Truijillo
(Peru), desde setiembre 2012 a abril del 2013.
Las muestras se colocaron en tapers descartables
y se rotularon adecuadamente y de inmediato se
trasladaron al Laboratorio de Bacteriologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de Trujillo. Al mismo tiempo, se efectud
una encuesta, segun ficha de vigilancia sanitaria
del Ministerio de Salud (Resolucion Ministerial N°
282-2003-SA/DM, 2003) a cada uno de los comer-
cializadores de estos productos.

2.2. Aislamiento de Listeria monocytogenes
Las unidades muestrales de ensalada de frutas

y yogurt natural se procesaron, segun la técnica
descrita en el Manual de Bacteriologia Analitica de

la Food and Drug Administration (Hitchins y Jinne-
man, 2009).

Pre enriquecimiento

Se peso6 25 g de cada nuestra de ensalada de
frutas, luego, se homogenizé con 225 mL de caldo
de enriquecimiento Base Listeria (LEB), en un agi-
tador Stomacher, durante un minuto y se incub6 a
30 °C durante 4 h. Este mismo procedimiento se
repitio con las muestras de yogurt natural.

Enriquecimiento

Luego de la incubacion, se agreg6 0,9 mL de su-
plemento selectivo para caldo LEB a cada mues-
tra, prolongandose la incubacion hasta completar
24 -48 h, a 30 °C.

Aislamiento

A partir del caldo LEB enriquecido e incubado por
24 - 48 h, se sembro en agar Oxford y agar Palcam,
por estria y agotamiento, luego, se incubd a 35 °C
por 24 — 48 h. En agar Oxford, las colonias peque-
nas, redondas, gris azulado rodeadas de un halo
negro y con una depresion central, se considera-
ron compatibles con el género Listeria. En el agar
Palcam, las colonias pequefas, redondas, verdes
grisaceas rodeadas de un halo marrén-negro, se
consideraron compatibles con el género Listeria.
Las colonias en los medios Oxford y Palcam, com-
patibles con el género Listeria se las repicaron en
agar tripticasa soya — extracto de levadura 0,6%
(TSAYE) y en caldo tripticasa soya — extracto de
levadura 0,6% (TSBYE) y se incubaron a 35° C por
24 h, para, posteriormente, realizar la respectiva
identificacion.

2.3. Identificacion de Listeria monocytogenes

Se realizo, mediante coloracion Gram y prue-
bas bioquimicas: catalasa, hidrolisis de la esculina,
Rojo de metilo/Voges Proskauer, oxidasa, ureasa,
reduccion de nitratos, movilidad a 25 °C, hemoli-
sinas, CAMP (Christie-Atring-Munch-Peterson),
fermentacion de xilosa y fermentacion de ramnosa
(Winn y otros, 2008).

2.4. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados con es-
tadistica descriptiva, presentandose los resultados
en tabla de distribucion de frecuencias y graficos
de columnas en 2-D.

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 1. Distribucion numérica y porcentual de
Listeria monocytogenes en muestras de ensalada
de frutas y yogurt natural, comercializadas en la
ciudad de Trujillo — Peru. 2012 y 2013.
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Frecuencia de Listeria monocytogenes
Muestras casos casos Total de mues-
positivos negativos tras analizadas
N° (%) Ne° (%) N° (%)
Ensalda | g | 784 | 94 | 9216 | 102 |100,00
de frutas
Yogurt 5 |49 | 97 | 9510 | 102 | 100,00
natural

De 102 muestras de ensalada de frutas evaluadas
durante los afios 2012 y 2013, se aislé L. mono-
cytogenes en un 7,84% (Cuadro 1); resultados que
se asemejan a los encontrados por Arias y Antillén
(2008), en frutas tipo buffet de siete hoteles de San
José - Costa Rica, donde reportan que el 7% de es-
tas frutas presentaron L. monocytogenes; en tanto
en un estudio realizado por Harris y otros (2003), en
Estados Unidos, en muestras de jugos de manza-
na y una mezcla de jugo de manzana y frambuesa
no pasteurizados reportaron que la prevalencia de
L. Monocytogenes fue del 4%, sin embargo Gom-
basd y otros (2003) durante los afios 2000 - 2001
en los Estados Unidos, en un estudio realizado en
ensalada deli o de fruta reportaron que el 2,36 %
presentaba el patdgeno, lo que la presencia de L.
monocytogenes en estos alimentos es un riego ali-
mentario latente de listeriosis humana. En la actua-
lidad, se estima que la tasa de mortalidad es de 20
a 30% a nivel mundial en la poblacién de mas alto
riesgo (Garmedia y otros, 2008). El bajo resultado
encontrado por Gombasd, en comparacién con el
presente y el realizado en Costa Rica, indica que en
los Estados Unidos, las condiciones higiénicas sa-
nitarias involucradas desde la produccién hasta el
consumo del producto final es mas estricta y estan
comprometidas con la salud de las personas.

De las 102 muestras de yogurt natural, se aislé L.
monocytogenes en un 4,90% (Cuadro 1). Teniendo
en cuenta, que la leche es la materia prima para
la preparacion del yogurt natural y es inocua al ex-
traerla no contiene microorganismos patégenos en
su composicién, pero después de una hora aproxi-
madamente es un excelente caldo de cultivo, lo que
permite el desarrollo de patégenos. La cantidad en-
contrada de L. monocytogenes es similar a un estu-
dio realizado a una empresa de lacteos de la ciudad
de Manizales (Colombia), en donde Corpas y Sala-
zar (2007) reportan que el 4,35% de las muestras
de leche pasteurizada presentan L. Monocytogenes
y en la sin pasteurizar reportaron 39%. Asimismo,
su incidencia de esta bacteria en muestras de le-
che sin pasteurizar expendidas por el municipio de
Pamplona (Colombia) reportan el 3% (Carrascal y
otros, 2007). Schoébitz y otros (2009), en un estudio
realizado en Chile en plantas lecheras, report6 la
presencia de L. monocytogenes en un 22%. Estos
resultados demuestran que la presencia de este pa-
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tégeno en la leche, materia prima para elaborar el
yogurt, se convierte en un peligro potencial para el
consumidor, mas aun, si es preparado con leche sin
pasteurizar o con pasteurizacion deficiente.

Los factores de riesgo que contribuyen a la con-
taminacion microbioldgica de la ensalada de frutas
y yogurt natural, que se comercializan en la ciudad
de Trujillo, fueron estudiados de acuerdo a la ficha
de vigilancia sanitaria del Ministerio de Salud del
Peru (Resolucion Ministerial N° 282-2003-SA/DM,
2003). Se determin6 que el 42,16% de los centros
de expendio de la ciudad de Trujillo comercializan
la ensalada de frutas y yogurt natural en mal estado
de conservacion. Los propietarios manifestaron que
las frutas las adquirieron en el mercado de La Her-
melinda, También la fruta se encontraba cortada en
trozos en depdsitos de plastico listas para servir, y
algunas de ellas ya estaban en estado de descom-
posicion; en tanto que el yogurt natural estaba ex-
puesto a temperatura ambiente, lo que favoreceria
el incremento de la carga microbiana.

El 60,73% de los manipuladores de alimentos
no aplican las buenas practicas de manipulacion
en los centros de expendio de ensalada de frutas
y yogurt natural de la ciudad de Truijillo, habiéndo-
se encontrado las frutas y el yogurt en recipientes
con limpieza inadecuada, las frutas almacenadas
en desorden y en el piso, las cuales deberian estar
seleccionadas, ordenadas y ubicadas en anaqueles
a una altura minima de 0,20 m del piso. Asimismo,
la mayoria de centros de expendio no usan agua
que contenga cloro residual en concentraciéon con-
veniente (0,5 ppm), para lavar las frutas.

El 59,80% del personal que prepara y sirve las
ensaladas de frutas no cumplian con las reglas hi-
giénicas personales, es decir el personal que ma-
nipulaba estos alimentos se encontraba con las
manos sucias, con joyas, ufias largas, sucias y/o
con esmalte; cabello sin recoger; con maquillaje fa-
cial; sin uniforme o con el uniforme sucio y de color
oscuro. Otro factor que contribuye a la contamina-
cién microbioldgica de las frutas para preparar las
ensaladas es la condicién higiénica sanitaria de los
centros donde se expenden estos alimentos, y el
56,86% de estos centros son no aceptables; lo que
involucra que se encuentran sucios y desordena-
dos, los residuos solidos se disponen de manera
inadecuada, existe la presencia de vectores, roe-
dores u otros animales. Todo esto contribuye a que
la ensalada de frutas y el yogurt natural sufran una
contaminacion cruzada, debido a que no cuentan
con un ambiente con buenas condiciones higiéni-
cas sanitarias.

Las medidas de control positivas que se adopten
frente a estos factores de riesgo de contaminacion
de ensalada de frutas y yogurt natural conduciran a
la reduccion de la presencia de L. monocytogenes
en estos alimentos; pues la mayoria de los casos
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de listeriosis esta asociada al consumo de alimentos que no cumplen con las normas sanitarias mini-
mas; y en nuestro medio, el control sanitario, que esta a cargo de las Municipalidades, es deficiente, lo
que contribuye al incremento de las ETA.

IV. CONCLUSIONES

»  Listeria monocytogenes esta presente en la ensalada de frutas y el yogurt natural, comercializados
en la ciudad de Trujillo (Peru).

« Existen factores de riesgo de contaminacién que posibilitan que la ensalada de frutas y el yogurt
natural actuen como vehiculo de transmision de la listeriosis humana.

* Laensalada de frutas y el yogurt natural comercializado en la ciudad de Trujillo (Pert), son un ries-
go alimentario para la transmision de listeriosis, en la poblacion consumidora de estos alimentos.
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