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SUMMARY

Milk samples are collected from each dairy farm and additionally from collective
bulk tank from 9 differents places in the Cautin province, IX Region,Chile.The
purpose is to determinate the presence of Listeria monocytogenes, because of its
wide spread distribution environment. In total two milk samples are taken from
each of the 33 bulk tanks and therefore 66 samples altogether. At the same time,
a questionnaire is filled out by the farmer to assess the hygiene conditions and
the management practices of the sampling area. These samples are inoculated in
an enrichment broth for 48 hr. at 37°C. and follow to spread on Oxford and
Palcam agar are incubated at 35°C. The result was as follow; 5 samples in
Oxford agar were suspected to be L. monocytogenes, while there was no growth
in Palcam agar. The following tests were made gram positive/negative, catalasa,
motility,hemolysis and biochemic tests such as sugar fermentation (ramnosa,
xilosa and manitol). The latter tests confirmed the presence of Listeria innocua in
4 samples and Listeria grayi in 1 sample. The result of the questionnaire show
adequate management practices.However the levels of CFU greater 3000 CFU
avereage indicate poor cleaning and hygiene practices whith the bulk tanks. The
for the absence of L. monocytogenes is because of the season (spring, summer),
L. monocytogenes is more prevalent in winter due to the dilution of the bactery in

bulk tank, and the competition of L. innocua over L. monocytogenes.



RESUMEN

Se realiz6 un muestreo a lecherias y tanques comunitarios en 9 sectores
diferentes de la provincia de Cautin, con el objeto determinar la presencia de
Listeria monocytogenes, puesto que es una bacteria de amplia distribucion en el
medio ambiente. Para este efecto, se extrajeron 2 muestras de leche por
estanque, 48 provenian de estanques individuales y 18 de estanques
comunitarios, haciendo un total de 66 estanques. Paralelo a esto, se realiz6 un
cuestionario para evaluar las condiciones de higiene y manejo del lugar. Estas
muestras se inocularon en caldo de enriquecimiento por 48 hrs a 37°C. y
posteriormente se sembraron en agar Oxford y Palcam y se incubaron a 35°C
por 48 hrs. Se obtuvieron 5 muestras sospechosas en agar Oxford mientras que
en agar Palcam no hubo crecimiento alguno. Se realizaron pruebas consistentes
en Gram, catalasa, motilidad, hemodlisis y pruebas bioquimicas como
fermentacion de azlcares (ramnosa, xilosa y manitol) arrojando como resultado
Listeria innocua en 4 muestras y Listeria grayi en una de ellas. El cuestionario
realizado indic6 un nivel adecuado en higiene de la rutina de ordefio y
desinfeccion del estanque, sin embargo los recuentos UFC mostraron niveles
altos de UFC (entre 2000 y 3000) que muestra pobres practicas de limpieza cde
los tanques. Se estima que la razon por la cual no se logré aislamientos de L.
monocytogenes estuvo en la época de muestreo (primavera-verano), y a la
dilucion del in6culo en el estanque y a la competencia de L. innocua sobre L.

monocytogenes.



ANTECEDENTES

La leche es uno de los productos de mayor consumo humano y de la cual
se extraen una gran variedad de subproductos también comestibles. Debido a
esto, es esencial velar por la calidad sanitaria de ésta para proteger a la
poblacion, ya que se trata de un medio nutritivo ideal para el crecimiento de una
gran variedad de microorganismos patdogenos que pueden ser transmitidos al
hombre (Marth y Steele, 1998).

La presencia de microorganismos en la leche ha sido materia de interés
en salud publica desde los tempranos dias de la industria lactea. Desde fines del
siglo XIX hasta 1940, numerosos peligros en la salud fueron asociados a la
ingesta de leche cruda y sus subproductos. Enfermedades como la fiebre
tifoidea, tuberculosis, poliomielitis, eran frecuentemente fatales debido a que los
tratamientos con antibiéticos no estaban disponibles (Marth y Steele, 1998).

La alta incidencia de las enfermedades asociadas a la leche confirmé la
necesidad de incrementar el uso de la pasteurizacién, un proceso que era usado
s6lo esporadicamente durante 1920 y 1930. Después de la Il Guerra Mundial
con la universalizacion de la pasteurizacion, y sumado a la modernizacién de las
practicas de produccion de leche y técnicas de manejo (sanidad de las ubres,
inspeccion del rebafio, cuidado del ambiente) disminuyeron la amenaza de estas
enfermedades (Marth y Steele, 1998).

Dentro de las enfermedades transmitidas por este alimento figura
también la listeriosis, zoonosis provocada por una bacteria del genero Listeria,
de la cual ya se tiene noticias desde 1911 en animales, detectandose en 1929 el
primer caso en humanos (Food and Drug Administration (FDA),1992). En 1926,
Murray y col. la describieron como una enfermedad septicémica en el laboratorio

al experimentar con conejos, la que se caracterizaba por la presencia de



monocitosis periférica. Por esta razén, el microorganismo fue llamado Bacterium
monocytogenes, cambiandose posteriormente por Listerella y finalmente a
Listeria. Esta bacteria permanecié como una curiosidad de laboratorio hasta el
periodo de la Il Guerra Mundial, cuando se le describi6 como una importante
causa de sepsis neonatal y meningitis al Este de Alemania de Posguerra
(Schlech, 2000).

Al principio se creia que afectaba a personas que trabajaban en contacto
mas estrecho con los animales (granjeros), pero cuando comenzaron a aparecer
casos en zonas urbanas, las autoridades de Salud se dieron cuenta de que no
era necesario el contacto con los animales para adquirir la enfermedad, la cual
también es de caracter profesional, pues afectaba a los médicos veterinarios
(FDA, 1992). Se ha aislado Listeria monocytogenes en un 77% de personas
sanas que trabajan en laboratorios y en un 61.5 % de oficinistas, comprobando
con ello el gran numero de seres humanos que son portadores sanos (Gesche,
1989).

La mayor parte de la informacion sobre la patogénesis de L.
monocytogenes viene de estudios en ratones, estudios de biologia celular
usando cultivos de tejidos (FDA, 2001). En comparacion a otros patégenos que
causan enfermedades alimentarias, Listeria so6lo es moderadamente virulenta,
produciendo dos toxinas (hemolisina y citolisina), con la habilidad de lisar células
sanguineas y tejido (Pitt y col., 1999). Al ingresar L. monocytogenes por via oral
a través de alimentos contaminados, que es la principal via de transmision,
penetra por el tejido intestinal y es expuesta a las células fagociticas del sistema
inmune, cuya funcién es destruir a los patégenos invasores. Una fraccion de L.
monocytogenes puede evadir los mecanismos defensores del sistema inmune,
sobrevivir y multiplicarse dentro de los fagocitos hospedantes (macréfagos).

Protegidos en su interior, o al salr de estas células hospedantes, L.



monocytogenes se moviliza via circulaciébn sanguinea o linfatica hacia varios
tejidos y, una vez invadidos estos tejidos, se multiplica en ellos. Entonces, usa
los filamentos de actina del citoesqueleto para extenderse a las células
adyacentes, sin riesgo de exposicion a los componentes humorales del sistema
inmune. La probabilidad de la invasion de los tejidos depende del numero de
microorganismos consumidos, susceptibilidad del hospedante, y virulencia de la
cepa (FDA, 2001). La bacteria es diseminada a través de las fecas (Blood y
Radostits, 1992), y también por la leche (Pitt y col., 1999).

La listeriosis presenta muchas manifestaciones y una distribucién muy
irregular entre las especies animales. En caso de presentacion natural, la
listeriosis visceral (septicemia), con meningitis o sin ella, se observa con mas
frecuencia en animales monogastricos y en rumiantes jovenes, especialmente el
feto y el neonato; la forma meningoencefalitica es mas frecuente en rumiantes
adultos (Blood y Radostits, 1992).

Los sintomas de la listeriosis en personas sanas inmunocompetentes son
confundidos con los sintomas de la gripe (dolor de cabeza, letargia, fatiga,
mialgia). Es debido a esto que para los propésitos de tasacion del riesgo a ella
se hacen distinciones entre listeriosis no invasiva, con los sintomas suaves de
una gripe (también referida como gastroenteritis listerial), y listeriosis invasiva.
Esta ultima puede tener un largo periodo de incubacion (sobre los tres meses) y
un amplio rango de sintomas, los cuales incluyen bacteriemia, meningitis
bacterial, infeccion del sistema nervioso central, encefalitis, endocarditis,
meningoencefalitis, enfermedad neonatal, osteomielitis, peritonitis, infeccion
pleural, neumonia, en el caso de mujeres embarazadas hay partos prematuros y
abortos. En el caso de listeriosis no invasiva, los sintomas estan mas asociados
con el sistema digestivo (diarrea, dolor abdominal, nauseas, vomitos, calambres)

(FDA, 2001).
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Dentro de los grupos de mayor riesgo figuran nifios recién nacidos (10
casos por 100.000 habitantes) y personas mayores de 60 afios (1.4 casos por
100.000 habitantes), y de mayor predominancia en hombres (Schlech, 2000). Un
tercer grupo corresponde a mujeres embarazadas, pacientes inmunodeprimidos,
con cancer, y pacientes con SIDA (FDA, 1992), asi como las personas
sometidas a transplantes de o6rganos y malignidades hematolégicas,
hemocromatosis, diabetes mellitus, cirrosis y falla renal con hemodialisis o

dialisis peritoneal (Schlech, 2000).

Situacion de la listeriosis en el mundo

Aun cuando la listeriosis como enfermedad infecto-contagiosa era
conocida desde hace varias décadas, nunca antes se habia informado su
presencia en alimentos o0 en materias primas de procesos de elaboracion de
éstos. Es de importancia no sélo en Salud Publica sino también a escala
econdmica, pues el FDA (Food and Drug Administration), organismo controlador
que supervigila los alimentos producidos en USA y los productos de importacion,
requisé en el afio 1987 mercaderias que evidenciaban contaminacion por un
valor total de 66 millones de ddlares, por lo que en junio de 1988 el FDA
determind que el andlisis de Listeria monocytogenes fuese obligatorio para
algunos productos, afectando el intercambio comercial con Chile al incluir un
parametro adicional de calidad con el que se tiene que cumplir en forma
obligatoria (Arrieta, 1989).

Desde 1970, la listeriosis figuraba en la ex Republica Federal Alemana
entre las enfermedades animales de declaracion obligatoria (Merck, 1994). A
fines de la década de los 80, Listeria monocytogenes emergié como un problema
en carnes y otros productos procesados en los Estados Unidos. EI USDA

(Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) y la FDA, trabajaron en
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plantas para mejorar sus procedimientos y establecer una tolerancia “cero” para
el patégeno en productos listos para consumirse. Asi, entre 1989 y 1993, la tasa
de enfermedad de Listeria monocytogenes declind6 en un 44%. Andlisis
preliminares de tasas desde 1993 no mostraron cambios en la tasa de
enfermedad. Sin embargo, a fines de 1998 un aumento del numero de casos de
una especie subtipo de Listeria monocytogenes condicion6 al CDC (Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades, en EE.UU) a investigar. Desde el 5 de
febrero de ese afio, el CDC reportd6 16 muertes (5 de ellas abortos o partos
prematuros) y 73 enfermos en 14 Estados asociados con el brote (FSIS, 2000).
Otros paises que también tienen como politica la tolerancia cero, son
Canadéa y Australia. Sin embargo, se cree que los niveles de tolerancia cero
requeridos en leche y productos lacteos en Australia, Canada y Estados Unidos
son irreales e imposibles de llevar a cabo sin un futuro previsible hasta en la
mayor severidad de un régimen. Por otro lado, se ha resumido un nimero de
casos estudiados de los cuales sugirieron que la dosis infectiva lindaba entre 2.7
x 10° a 3.4 x 10° células de L monocytogenes por gr. o0 ml de alimento. En
Canada y Europa, se propone un nivel aceptable de 100 UFC (unidades
formadoras de colonias) por gramo de alimento con el cual se ha podido
demostrar que el microorganismo no crece. En Alemania la tolerancia cero ha
sido injustificable y un nivel aceptable de L. monocytogenes entre 10° a 10*
ufc/gr de alimento ha sido aprobado. En Estados Unidos, sin embargo, la salud
publica y las agencias de regulacion han implementado medidas de tolerancia
cero a L. monocytogenes en alimentos listos para consumirse, y las mantendran
hasta que se acumulen suficientes antecedentes cientificos que justifiquen o

verifiquen los niveles propuestos (Pitt y col. , 1999).
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Situacion de la listeriosis en Chile.

Listeria monocytogenes es una bacteria poco conocida en el ambito de la
Salud publica de nuestro pais, en lo que a control sanitario de alimentos de
consumo nacional se refiere. Solamente a partir de 1983 se han comunicado
trabajos en gque se evidencia a los alimentos como vehiculos de transmisién de
este microorganismo que ha generado brotes epidémicos de cierta envergadura.
En la VII Regidn se mostré una frecuencia preocupante de listeriosis neonatal
(Arrieta, 1989). Entre los afios 1984 y 1989 Sfeir y col. reportaron 6 casos de
recién nacidos afectados por la Listeriosis, de los cuales 3 fallecieron. Otro
estudio realizado por Zelada y col. (1990), detectaron entre 1982 y 1987 17
casos de infecciones por Listeria monocytogenes en la unidad de neonatologia
del hospital Félix Bulnes, describiéendose ésta como la segunda causa de
infecciones bacterianas en esta unidad siendo superada sélo por Streptococcus
tipo B. Beltran (1991), report6 el caso de una mujer inmunocompetente de 34
afnos afectada de una meningoencefalitis bacteriana, detectada en el Centro de
Pacientes Criticos, en la Clinica Las Condes de Santiago de Chile, presumible su
infeccion fue por via oral, lo que delataria una infeccion producto del consumo de
alimentos contaminados, en este caso en particular quesos de elaboraciéon
casera. Otros dos casos son descritos por Aguilera y Mella (1997), quienes
hacen mencion de los factores de riesgo para contraer la enfermedad. Sin
embargo, su via de infeccion no esta bien definida, la cual al parecer tiene su
origen en infecciones nosocomiales.

Podemos ver que en la revision de la literatura chilena de medicina
humana de los ultimos 22 afios, figuran 6 publicaciones de infeccién por Listeria
monocytogenes, 4 de las cuales corresponden a formas perinatales y solamente
se encontraron 2 articulos sobre Listeria monocytogenes en adultos: un caso de

meningoencefalitis sin trastornos de la inmunidad y otro que corresponde a una
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romboencefalitis, que es un caso observado en Francia y publicado en la Revista
Medica Chilena (Bravo y col., 1998).

En Chile, el Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile (1997), so6lo
ha contemplado el Recuento de Aerobios Mesdfilos (RAM) para leche cruda, que
incluye coliformes en el caso de leche pasteurizada. La incidencia de listeria
monocytogenes en los seres humanos es un problema poco conocido, por lo que
resulta dificil estimar su magnitud. Sin embargo, se puede afirmar que la
contaminacion de alimentos con este microorganismo es una preocupacion
creciente tanto de las autoridades responsables de la salud humana y animal,
como también de los exportadores nacionales de alimentos. Rubio y col.(1998)
mencionaron que trabajos realizados en el pais por Arrieta en 1989; y por Ferrer
y col. en 1993, sefialan que la bacteria ha sido aislada desde alimentos y agua
en un 12 a 17% de las muestras analizadas, por otra parte, Listeria
monocytogenes es monitoreada constantemente en alimentos destinados a

exportacion.

Ecologia

Diferentes investigadores han aislado Listeria monocytogenes del suelo
(tierra de hojas), aguas servidas, abonos (estiércol), polvo, agua y silos (FDA,
1992). Se debe estar seguro de hacer el empaque del silo lo mas apretado y
estrecho posible para asegurar su adecuada fermentacion, puesto que en
aquellos realizados sin la debida compactacion es mas facil la proliferacion de
esta bacteria (Sanaa y col. 1993).

El microorganismo se puede trasladar desde el tracto intestinal de los
animales al tracto intestinal del hombre sin que cause enfermedad (FDA, 1992);
de hecho ha sido encontrada en muchos animales domésticos y silvestres,

incluyendo aves y peces. Los microorganismos pueden perdurar hasta tres
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meses en las heces de las ovejas, y se ha comprobado que sobreviven 11
meses y medio en suelos humedos, hasta 16 meses y medio en heces de
bévidos, 207 dias sobre paja seca y mas de dos afios en suelos secos y heces
(Blood y Radostits, 1992). Debido a que Listeria monocytogenes esta
ampliamente distribuida en el medio ambiente, es imposible prevenir que los
animales tomen contacto con la bacteria. Sin embargo, granjeros, crianceros,
procesadores de alimentos y manipuladores de alimentos pueden tomar todas
las medidas para reducir la contaminacion y conservarlos seguros de L.

monocytogenes (FDA, 1992).

Caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y seroldgicas de la bacteria.

El género Listeria consta de siete especies, las cuales son L.
monocytogenes; L. innocua; L. ivanovii; L. seeligeri; L. grayi; L. murralli; L.
welshimeri  (Pitt y col., 1999), aunque el Manual Bergey de Bacteriologia
Sistemética de Seelinger y Jones (1986), enumera 8 especies en el género
Listeria: L. monocytogenes; L. innocua; L. seeligeri, L. welshimeri; L. ivanovii; L.
grayi; L. murralli; y L. denitrificans. De estas, las especies L. grayiy L. murralli
son consideradas aqui como subespecies de una especie simple, L. grayi. L.
denitrificans esta ahora en el genero Jonesia (Bacteriological Analytical Manual,
2001).

Dentro de estas siete especies, si bien tres de ellas pueden causar
infeccion a los animales o al hombre (L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri)
sb6lo Listeria monocytogenes es de importancia como patdogeno de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Es un bacilo corto (0.5 um de
diametro por 1 a 2 um de largo), gram-positivo no esporulado, anaerobio
facultativo, difteroide. Presenta motilidad, la cual es caracteristicamente a

tumbos al crecer a temperaturas de 20 a 25 °C (Pitt y col., 1999) . Puede crecer
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en el laboratorio a un rango de temperatura que va entre 1°C y 45°C, creciendo
optimamente entre 3°C y 35°C pudiendo mejorar si se le mantiene bajo
condiciones reducidas de oxigeno (Marth y Steele, 1998).

Bioquimicamente, todas las Listerias producen catalasa, fermentan
glucosa a &cido sin gas, e hidrolizan esculina. Listeria monocytogenes tipicas
fermentan ramnosa, pero no xilosa, y son débilmente Fhemoliticos (Marth y
Steele, 1998).

Dentro de la misma especie existen 13 serovariedades (1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7) (FDA, 2001), aunque se han descrito hasta
16 serovariedades, siendo mas frecuentes las de tipo 1/2a, 1/2b y 4b aisladas de
personas enfermas (Pitt y col., 1999).

Como caracteristica particular, presenta una inusual resistencia a los
ambientes extremos (resistiendo temperaturas de —0.4°C y 50°C) (Rubio y col,
1998), e incluso temperaturas de hasta —20°C durante dos afios y es todavia
viable después de congelacion y descongelacion reiteradas (Blood y Radostits,
1992). Puede crecer a pH de 4.3 hasta 10.0, también en presencia de cloruro de
sodio al 10%, y sobrevivir en soluciones de salmuera refrigerada de cloruro de
sodio al 25,5 % por 4 meses. Ademas, tiene la capacidad de poder resistir la
pasteurizacion (microorganismo termoddrico) (Marth y Steele, 1998). En
alimentos como camarones, se ha aislado luego de tratamientos térmicos de
100°C por 3 minutos cuando la contaminacion fue importante. Ademas, como
resiste la deshidratacion, el polvo ambiental puede ser un vehiculo importante en
la contaminacién de los productos en la linea de procesamiento industrial

(Arrieta, 1989).

16



Aislamiento y cultivo de Listeria monocytogenes.

Se puede cultivar Listeria en caldos de crecimiento enriquecido
tamponado, que contengan acriflavina, acido nalidixico y ciclohexamida como
agentes restrictivos selectivos. Después de 24 a 48 horas de incubacién a 30°C,
el cultivo enriquecido es sembrado en dos diferentes placas de cultivo: uno es el
medio Oxford (OXA) y el otro es el agar selectivo PALCAM para Listeria, el cual
contiene polimixina B, acriflavina, y ceftacidima, o medio litio cloridefeniletanol-
moxalactam (LPM), con o sin esculina, y citrato de amonio férrico. Después de
24 a 48 horas de incubacion a 30-35°C, las colonias de Listeria en OXA,
PALCAM y LPM son blancas con un halo negro, resultante de la hidrélisis de
esculina, mientras las colonias que se desarrollaron en LPM sin esculina
aparecen verde azulada bajo luz oblicua. El aislamiento presuntivo de Listeria
esta especificado y basado en una serie de pruebas bioquimicas que pueden
tomar sobre 7 dias en completarse (Marth y Steele, 1998).

La composicion del Agar Oxford se basa en la formulacion del Agar
Columbia. Para impedir la flora acompafante indeseable, el medio de cultivo
contiene cloruro de litio, acriflavina, sulfato de colistina, cefotetano, cicloheximida
y fosfomicina como componentes inhibidores del crecimiento. Listeria
monocytogenes disgrega la esculina presente en el medio de cultivo dando
esculetina con formacion de iones hierro (lll), que producen compuestos
complejos negros que luego tifien de negro las colonias de Listeria
monocytogenes (Merck, 1994).

Existen otros tipos de caldos de enriquecimiento como el caldo de
enriquecimiento para Listeria (base), su composicién (g/litro) consiste en
Triptosa, D(+)-glucosa, cloruro sodico, tiamina dicloruro, tripaflavin, y como
aditivo contiene tiocianato potésico, que sirve para la represion de la flora Gram

(-) acompafante. Este caldo va acompafiado con la preparacion posterior de un
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agar selectivo para Listeria que se compone de los mismos componentes
anteriores, a los que se les adiciona acido nalidixico y Agar-agar (Merck, 1994).
El caldo de enriquecimiento selectivo para Listeria FRASER (base) tiene un
elevado contenido en sustancias nutritivas y junto a su capacidad ampon se
crean condiciones Optimas para el crecimiento de Listeria. El crecimiento de
gérmenes acompafantes es inhibido en gran medida por el cloruro de litio, el
acido nalidixico y el clorhidrato de acriflavina. Mediante la adicion de esculina y
citrato de amonio y hierro (lll) se hace posible la identificacion de la [3-D-
glucosidasa de las Listerias. Por la accion de la R-D-glucosidasa se escinde el
glucésido esculina en esculetina y glucosa. La esculetina forma entonces con los
iones hierro (lll) un complejo verde oliva a negro. La composicion del caldo es
proteosa peptona, peptona de caseina, extracto de levadura, extracto de carne,
cloruro sédico, hidrogenofosfato disédico, dihidrogenofosfato potasico, esculina,
cloruro de litio (Merck, 1994).

El Caldo base para enriguecimiento de Listeria s. Lovett se basa en la
formulacion de Lovett y col. (1987) Ha sido adoptado oficialmente por la FDA
para el analisis de alimentos y recomendado para el enriquecimiento selectivo de
Listeria en muestras de leche, por sus buenos rendimientos, con un solo paso de
enriquecimiento, en la recuperacion de bacterias estresadas. La formula del
caldo consiste en triptona, extracto de levadura, peptona de soja, cloruro sodico,
dextrosa, fosfato dipotasico. La muestra (25 g. o mL) se mezcla con 225 mL de
caldo de enriguecimiento completo y se incuba a 30°C durante 7 dias, con
subcultivos a las 24-48 horas y 7 dias de la siguiente forma: 0.5 mL de cultivo de
enriquecimiento se inoculan en alguno de los medios de cultivo sélidos para el
aislamiento de Listeria (Oxford agar base, PALCAM agar base con sus
respectivos suplementos restrictivos); 0.5 mL del cultivo de enriquecimiento se

alcalinizan mezclandolos con 4.5 mL. de solucibn al 0.5% de KOH, y
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posteriormente se inoculan sobre los medios sélidos para el aislamiento de
Listeria (Scharlau, 2002).

El proposito de este trabajo sera informar sobre la presencia de L.
monocytogenes en leche cruda obtenida de lecherias y estanques comunitarios
de 9 sectores de la provincia de Cautin. Al respecto, en la ciudad de Temuco y
alrededores como zonas rurales, se unen una serie de factores que son muy
particulares dentro de esta poblacion: un gran nimero de poblacion flotante, un
alto porcentaje de pobreza en sectores rurales, asi como desmejoradas practicas
de higiene ambiental y de manipulacién de alimentos por poca informacion
educativa respecto de ello. Se genera asi un sector de riesgo dentro de la
poblacién , mas aun si se considera que determinada bacteria debiera estar
presente’, como es el caso de L. monocytogenes.

Si a lo expuesto por el grafico sumamos el hecho que en la legislacion
chilena no existe una normativa en lo que se refiere a la bacteria Listeria, hay
entonces un riesgo para el consumidor de este producto alimenticio por ser este

alimento un producto masivo.

Hipotesis:
Encontrar presencia de L. monocytogenes en lecherias y tanques
comunitarios de la provincia de Cautin, IX Region, en al menos un 3,8% de

positividad informada en la literatura.

Objetivos Generales:

?? Determinar la presencia de Listeria monocytogenes en muestras de leche
cruda provenientes de lecherias y tanques comunitarios de la Provincia

de Cautin.
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Objetivos especificos:

?? Estandarizar la técnica microbioldgica utilizada para detectar la presencia
de L. monocytogenes en leche cruda.

?? Determinar los factores que predisponen la presencia de L.
monocytogenes en leche proveniente de lecherias y tanques

comunitarios de la Provincia de Cautin.

1 . ., . . .. .
Comunicacion personal. Dr. Horacio Gil. M.V. Servicio Salud Araucania Sur, Temuco.
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MATERIAL Y METODOS

1) Localizacion geogréfica de las lecherias y tanques comunitarios.

La localizacion de las lecherias y tanques de frio comunitarios esta en Anexo 1.
Para una mejor comprension se ordeno por fecha de muestreo, y se antepuso un
N° al nombre del predio que sera el nUmero para designar el estanque y nombre

del predio o lugar muestreado.

2) Toma de muestray transporte

Las muestras (2 por estanque), fueron tomadas en forma directa de los tanques
de refrigeracion, y depositadas en envases estériles y guardadas en un
contenedor con hielo a 4°C para mantener las muestras hasta su llegada al
laboratorio. El tiempo maximo de transporte de las muestras fue de 12 hrs.

Este muestreo se realizd por espacio de 8 meses entre Octubre del 2002 y Junio
del 2003, cada tanque fue muestreado en sélo una ocasion. EI nimero de
muestras a obtener se calculé por medio de la siguiente férmula para variables

de caracter cualitativa, y de distribucién normal.

N = p*(1-p)*Z° N = 0.038%(1-0.038)*(1.96)°> = 56 muestras.

e’ (0.05)°
donde “p” es la prevalencia, es la que se espera encontrar. (3,8 % segun
Pitt y col, 1999); “Z” es el al intervalo de confianza para este trabajo, el
cual serd de un 95%; y finalmente “e” corresponde al margen de error, el
cual es de un 5%. Para efectos de este trabajo, se recolectaron 66

muestras, 10 mas que el minimo exigido.
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3) Completacion del cuestionario

Al tomar la muestra se completd un cuestionario para conocer diversos aspectos
tales como antecedentes prediales, productivos y de manejo, con el objeto de
determinar posteriormente si existia alguna relacién entre la presencia de L.
monocytogenes y estas caracteristicas. Se tomaron los siguientes datos:

a) Antecedentes prediales y de manejo: Nombre del predio y del propietario;
direccion.

b) Identificacion de la lecheria: Se consultdé por N° de vacas en lactancia,
ultimo recuento de UFC, N° de unidades de ordefio, antigliedad del estanque,
cada cuanto tiempo se recolecta la leche, rutina de ordefio usada, origen del
agua usada en la lecheria, rutina de lavado de la maquina de ordefio, frecuencia
de lavado del estanque de frio y T° del agua de lavado, manejo de purines,
destino del agua de lavado de la maquina de ordefio ya usada, nivel de
escolaridad de los trabajadores. Para los estanques comunitarios (CAL), los

valores de UFC corresponden al promedio de los valores de cada productor.

4) Preparacion de las muestras de leche para anélisis microbiolégico de L.
monocytogenes.

De cada muestra se tomaron 25 mL y se agregaron a 225 mL del caldo de
enriquecimiento. Las muestras se mantuvieron en incubacion por espacio de 48
hrs. a 37°C (Barbosa y col. 1994). A las 4 hr. de iniciada la incubacion se le
agreg6 un medio selectivo para favorecer el crecimiento de L. monocytogenes.
Finalizado el tiempo de incubacién, se procedié a extraer con un asa de cultivo
una pequefia muestra del caldo que se sembré por método de estria en agar
Oxford y agar Palcam, y éstos fueron incubados a 35°C por 48 hr. (FDA 2001).
Junto con esto, se sembrd aparte una cepa tipo Listeria monocytogenes como

control (cepa ATCC 15313).
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Pasadas las 48 hrs., si se observaban crecimiento de colonias sospechosas

blancas con un halo negro, se sembraron en agar TSA y se les realizaba una

tincion de Gram y catalasa. Posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas

las cuales consistian en fermentacién de azlUcares que son: ramnosa, xilosa y

manitol, junto con la realizacion de cultivos en agar sangre para evaluar la

produccion de R-hemdlisis; y reaccion de catalasa en perdxido de hidrogeno

(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de especies de Listeria.

Especies 3-hemdlisis? | Manitol | Ramnosa | Xilosa | Virulencia
L. monocytogenes + - + - +
L. ivanovii + - - + +
L. innocua - - VO - -
L. welshimeri - - V) + -
L. seeligeri + - - T -
L. grayi ¥ - + vV - _

FUENTE: Bacteriological Analytical Manual (BAM), Abrl 2

# Usando sangre de cordero.

by, variable.

L. grayi incluye ahoralaforma nitrato-reductora, ramnosa variable de especie L. murrayi.
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RESULTADOS

Se analizé un total de 66 muestras provenientes de 33 estanques de las cuales 5

resultaron sospechosas de L. monocytogenes en agar OXFORD, donde se

mostro el tipico halo de ennegrecimiento del agar en la periferia de las colonias

de color blanco, Gram (+) y catalasa (+); en agar PALCAM no hubo crecimiento.

Se aplicaron pruebas bioquimicas para la identificacion (Tabla 2):

Tabla 2. Pruebas bioquimicas para identificacion de Listeria sp

Especie (N° del estanque donde se encontré) | B-hemodlisis | Manitol | Ramnosa | Xilosa | Catalasa
Listeria innocua (N° 6) - - + - +
Listeria innocua (N° 7) - - + - +
Listeria grayi (N° 7) - + + - +
Listeria innocua (N° 31) - - + - +
Listeria innocua (N° 32) - - + - +

Gréfico 1. Porcentaje de muestras positivas a Listeria sp.

4 I
6% 2%
92%
01 L .innocua
2 L .grayi
O3 Negativas.
- J
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Del total de las muestras; Listeria innocua correspondié a un 6.06%; y para
Listeria grayi se registrd un 1.51%, sin aislarse Listeria monocytogenes. Estas
muestras provenian en su totalidad de los estanques (individuales) de lecherias
gue tenian entre 78 y 190 animales en lactancia, menos en el estanque N° 31,
gue tenia 43 animales. Para los estanques N° 6 y 7 las muestras se tomaron en

primavera, mientras que para los estanques N° 31 y 32 se tomaron en otofio.

Para el caso de los estanques comunitarios, la mayor parte de los productores
de leche transportaban su producto al tanque de frio inmediatamente de
finalizada la ordefia, en tarros de aluminio. La distancia maxima que se recorria
fue de entre 400 - 600 metros en algunos casos, pues la mayor parte se
encontraba a distancias menores. La mayor parte de estos productores
(aproximadamente 65%) realizaba la ordefia en brma manual por el reducido
namero de animales con que contaban, el resto lo hacia en forma mecanizada
pero no contaban con estanques en su propiedad. La pregunta concerniente al
N° de unidades de ordefia y manejo de purines no corresponde por ser
solamente el tanque de frio y nada mas (y por ser comunitario)

Las UFC para la gran mayoria de los tanques (individuales y comunitarios)
tenian niveles altos, los cuales se hallaban entre las 2.000 y 3.500 UFC. (14 de
los 33 estanques muestreados), habiendo muy pocos que presentaban un nivel
bajo las 1.000 UFC (tal es el caso de los estanques N° 22, 27, 30 y 32.). Para el
caso de los estanques N° 6, 7, 31y 32 el recuento de UFC fue de 5.000, 4.000,
4.000 y 1.000 respectivamente. Los tanques con un numero mayor a 10.000
UFC provenian mayormente de los estanques comunitarios.

Se observé que practicamente la totalidad de los productores tenian un buen
manejo en la rutina de ordefio, esto es el lavado de pezones antes de la ordefia

y las manos del ordefiador, asi como la aplicacion de deeping al término de la
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ordefia. Segun la Tabla 3, se vé que practicamente todos los productores
individuales el aseo del estanque de frio se realizaba después del retiro de la
leche por parte del camion recolector con caliente y detergente, se realizaba un
enjuague, se le agregaba agua clorada y otro enjuague mas con agua tibia,
situacion que se repite para los estanques comunitarios. El nivel educacional era
mayormente Educacién Media (69,6%), solo algunos tenian cursos de
capacitacion a su haber. La limpieza de las maquinas de ordefio en el caso de
productores propietarios era similar para todos pues la rutina de lavado incluia
detergentes 4cidos, y lavados con agua caliente y sumado a esto el estanque se
incorporaba cloro en el lavado situacion que también se repetia para los
estanques comunitarios. En relacién con el manejo de purines, la gran mayoria
respondio que no lo hacia, a excepcion de los propietarios de tanques N° 19, 29,

31, 32y 33; que si lo realizaban.
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DISCUSION

En este estudio, los resultados obtenidos han arrojado la presencia de bacterias
no patégenas del género Listeria sp., pero no de L. monocytogenes. Sélo se
hall6 en bajos porcentajes especies no patogénicas como son L. innocuay L.
grayi (6% y 2%), porcentajes cercanos a los informados por Rodriguez y col.
(1994) de 6.16% para L. innocua , y 0.77% para otras especies de Listeria (en
donde se haya L. grayi). Como breve mencidn, esta Ultima especie es raramente
aislada (Rocourt y col. 1992). Esto se contrapone a los resultados obtenidos por
Marin (1999), quien realiz6 un estudio en la VIII, IX Y X Regiones, obteniendo
para la IX Region un 45 % de positividad a L. monocytogenes.

La ausencia de L. monocytogenes en las muestras podria explicarse por la
época en que se realizaron los muestreos entre otros. En este trabajo,
aproximadamente el 60,6% del total de muestras se tomaron en la temporada de
primavera-verano y el restante 39,4% se realizd en otofio, en contraposicion al
trabajo realizado por Marin (1999) hecho en nvierno El ideal habria sido el
muestrear también todo en invierno pero por problemas de logistica no se pudo
concretar. Lovett y col. (1987), sefialan que existiria una variacion estacional en
la incidencia de L. monocytogenes, ya que ellos detectaron una menor
positividad en la época de verano en 4 estados de U.S.A, lo que también
afectaria a otras especies de Listeria que no son patogénicas (Sanaa y col.1993)
y la concentracion en leche cruda frecuentemente es menor a 1 bacteria por mL
(Sanaay col. 1993).

La presencia de L. monocytogenes también se ve afectada por los métodos
empleados de aislamiento, tamafio y nimero de muestras (Rodriguez y col.
1994). El numero de L. monocytogenes es usualmente bajo, especialmente en

productos lacteos, y ensayos de su aslamiento en forma directa a agar soélido
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usualmente fallan, en muchos casos por el bajo nUmero de bacterias junto con el
alto nimero de microflora competitiva presente hace mas dificil su aislamiento
(Vlaemynck y col. 1996) por ser ésta una bacteria que se inhibe frente a la
competencia contra otros microorganismos . Se hace alcance a esto ultimo pues
en leche también puede haber presencia de bacterias del tipo Enterococcus sp.
y Streptococcus sp como parte de la flora normal (Marin, 1999). Por otro lado la
leche también posee sustancias naturales antimicrobianas como la
lactoperoxidasa, la cual posee efectos inhibitorios sobre L. monocytogenes. En
leche fresca se reporté una ligera inhibicion de L. monocytogenes a 25°C, y a
37°C se acentu6 aun mas (Pitt y col. 1999). Como breve mencion a esto ultimo,
para algunos estanques la leche se habia colocado recientemente lo que podria
explicar al menos la ausencia de L. monocytogenes. Los efectos de la
lactoperoxidasa fueron también informados por Gaya y col. (1991) pero a bajas
temperaturas (4°C y 8°C) aun sigue teniendo una buena estabilidad y efectos
bactericidas.

Otra razon de no haber aislado L. monocytogenes puede ser la temperatura de
incubacion de los caldos de cultivo. La etapa retardada es conocida como €
tiempo que requiere el microorganismo para adaptar sus componentes celulares
a un nuevo ambiente (Begot y col. 1997) que incluye a factores como la
temperatura. Para el trabajo aqui realizado, los resultados no concuerdan con los
obtenidos por Barbosa y col. (1994) en donde el crecimiento 6ptimo de L.
monocytogenes fluctda entre los 30°C y 37°C. En el trabajo hecho por Duh y col.
en 1993, en caldo cerebro-corazon y a temperatura igual o inferior a 42°C, se
observd un crecimiento mas rapido de Listeria innocua que de Listeria
monocytogenes, pero a temperatura de 7°C y sobre 42°C hubo mayor
crecimiento retardado de Listeria monocytogenes que de Listeria innocua, por lo

gue se supone entonces que la técnica microbiolégica no fue la mas acertada .
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Se esperaba que hubiera aislamiento de la en cuestion en los estanques
comunitarios debido a las condiciones del manejo (transporte de la leche al
estanque por cierta distancia a recorrer y al recuento de UFC).

Se ha confirmado la relacion existente entre la presencia de Listeria
monocytogenes Y la inadecuada frecuencia de limpieza del area de ordefio y su
respectiva maquinaria (Sanaa y col. 1993). A esto se suma que mientras mas
complejos son los equipos mecanicos hacen mas factible la sobrevivencia de la
bacteria por ser mas dificiles de asear y desinfectar, como es el caso en las
plantas que reciben leche (Charlton y col. 1990), y las maquinas de ordefio de
las lecherias son mucho mas faciles de limpiar por mecanismos convencionales,
por lo tanto se confirma lo dicho anteriormente.

En lecherias, el riesgo de contaminacion de leche cruda por L. monocytogenes
estaba significativamente asociado con el tamafio del rebafio, la calidad de la
leche y el tipo de albergue que tienen los animales (Sanaa y col. 1993). La
ausencia de L. monocytogenes pudo deberse quizds al reducido numero de
animales que cada propietario disponia, pues habian algunos que disponian de
6 y hasta 3 animales en el caso de los estanques comunitarios.

Hay que recordar que la leche puede ser contaminada con heces de animales
sanos, lo que esta relacionado con alimentacién del ganado con ensilaje. De
hecho, un ensilaje que no desarrolle un pH de acidez adecuado (alrededor de
4.0) puede permitir el crecimiento de Listeria sp. el cual puede alcanzar
concentraciones infectivas (Sanaa y col. 1993), pero esta pregunta no fue
incluida en el cuestionario. Si bien las muestras positivas a L. innocua provenian
de predios con estanques individuales y con gran niamero de animales en el
rebafio (esto Ultimo en los predios con los tanques N° 6, 7 y 32), su ausencia
pudo deberse a la estacionalidad y temperatura de incubacion de las muestras

mencionadas anteriormente.
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En lo referente a la presencia de L. innocua, esta bacteria ocupa los mismos
nichos ecolégicos que L. monocytogenes (incluyendo alimentos, vegetacion y
silos). Incluso no fue reconocida como especie distinta de L. monocytogenes
hasta 1981 (Lan y col. 2000). Se ha aceptado ampliamente que en el aislamiento
de L. innocua ésta tiene ventaja selectiva sobre L. monocytogenes durante los
cultivos de enriquecimiento, el cual es atribuido a rapidas tasas de crecimiento.
De hecho, se ha reportado una amplia inhibicion entre Listeria sp. , ya que de
300 Listeria sp. aisladas, un 75% producen al menos un tipo de actividad
inhibitoria como la produccion de péptido antibiéticos en la fase de crecimiento
exponencial, o la produccién de fagos como es el caso de L. innocua (Cornu y
col., 2002), lo que podria explicar la ausencia de L. monocytogenes en este
trabajo.
En el plano de la salud publica, si bien L. innocua no es patdgena para humanos
junto con L. grayi (Seelinger y Jones, 1986), el sobrecrecimiento de L. innocua
puede enmascarar a L. monocytogenes durante el procedimiento de
enriquecimiento, lo que puede provocar un alto riesgo de presencia de falsos
negativos (Cornu y col. 2002). Hay estudios que dan cuenta de caracteristicas de
membrana similares a L. monocytogenes las cuales tienen caracter antigénico;
esto se vio en cepas de L. innocua de serovariedad F8596, F7833 y F8735 esto
por transferencia desde L. monocytogenes de serovariedad 4, particularmente
4b. Esto no representaria ningun problema mientras no haya transferencia de
factores esenciales de virulencia tales como hemolisinas (listeriolisinas), y en
esto no hay garantias de que a futuro no ocurra transferencias de genes que
codifiquen esta caracteristica por el método de transduccion por ejemplo (Lan y
col. 2000).

Aungue no se hall6é presencia de L. monocytogenes en leche cruda, no

se puede descartar su presencia por ser ésta una bacteria ubicua. De hecho; el
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namero de muestras analizadas estuvo de acuerdo con la prevalencia informada
(de un 3,8 %). Sin embargo, en Chile este es un problema no aclarado y que
evidentemente requiere de estudios mas amplios y con técnicas de aislamiento
mas sensibles como las moleculares, pues sumado a esto se han descrito
recientemente cepas de L. monocytogenes que son no hemoliticas y distinguir
entre L. monocytogenes y L. innocua en base a la actividad hemolitica es un
riesgo (Perrin y col. 2003). L. innocua es una bacteria no patégena (de hecho
sblo se ha registrado un Unico caso fatal debido a una bacteriemia en un
paciente de tercera edad lo cual fue sorprendente pues es el primer caso

documentado), pero podria adquirir factores de virulencia a futuro.
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rds

CONCLUSIONES

L. monocytogenes no se encuentra en los porcentajes citados en la

literatura.

No se aislé L. monocytogenes probablemente a debido a la competencia

ejercida por L. innocua, y a la dilucion de las bacterias en la leche.

No se puede descartar la presencia de L. monocytogenes debido a las

altas UFC informadas por los productores.

Es necesario afinar con mayor precision la metodologia para el eficiente

aislamiento de L. monocytogenes a partir de muestras de leche de

estanques de frio.

El problema de esta bacteria no es bien conocido en Chile y que merece

una mayor atencion.
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Tabla 1. Nombres de los predios y N° de los estanques, fecha de muestreo,

localizacion geogréfica, sector y tipo de estanque analizados.

Nombre Fecha de muestreo Sector Tipo de estanque
1.- Arquenco Octubre 2002 Gral. Lopez-Vilcun Individual
2.- Calatayud Octubre Quillem Individual
3.- Sn. Bernabé Octubre Quillem Individual
4.- Manzun (Vieja) Noviembre 2002 | Gral. Lopez- Vilcun Individual
5.- Manzun (Nueva) Noviembre Gral. Lépez-Vilcun Individual
6.-Sta. Teresa (Galpon) Noviembre Caivico-Huichahue Individual
7.-Sta.Teresa (Araneda) | Noviembre Caivico-Huichahue Individual
8.- Sta. Selma Enero 2003 Villarrica-Loncoche Individual
9.- Catrico Enero Catrico-Villarrica Individual
10.-CAL Mune El Rauli Enero Mune Alto-Pitrufquén Individual
11.-CAL Mune (R.B) Enero Mune Alto-Pitrufquén Individual
12.-CAL Mune (C.C) Enero Mune Alto-Pitrufquén Individual
13.-CAL Mune Enero Mune Alto-Pitrufquén Comunitario
14.-CAL Quitratie Marzo 2003 Quitratlie- Gorbea Comunitario
15.-CAL Quitratie Marzo Quitratle-Gorbea Comunitario
16.-CAL Quitratie Marzo Quitratle-Gorbea Comunitario
17.-CAL Quitratte Marzo Quitratie-Gorbea Comunitario
18.-CAL Quitratte Marzo Quitratie-Gorbea Individual
19.-CAL Quitratte (C.M) Marzo Quitratlie-Gorbea Individual
20.-CAL Quitratte (J.K) Marzo Quitratie-Gorbea Individual
21.-La Hijuela Abril 2003 Gral. Lopez-Vilcun Individual
22.-El Carmen Mayo 2003 Mune Alto-Pitrufquén Individual
23.-CAL Mune (E.G) Mayo Mune Alto-Pitrufquén Individual
24.-CAL Mune Mayo Mune Alto-Pitrufquén Comunitario
25.-CAL Mune Mayo Mune Alto-Pitrufquén Comunitario
26.-CAL Mune Mayo Mune Alto-Pitrufquén Comunitario
27.-CAL Mune Sta.Rosa | Mayo Mune Alto-Pitrufquén Individual
28.-CAL Mune Mayo Mune Alto-Pitrufquén Comunitario
29.-El Alamo Mayo Faja 10.000 Individual
30.-La Sombra Mayo Faja 20.000,Km. 6 Individual
31.-Miramar Mayo Nidgara- Km.13 Individual
32.-Sta. Gloria Junio 2003 Faja 8.000-Las Hortensias Individual
33.-El Renoval Junio Km. 13,camino a Niagara Individual

CAL = Centro de Acopio Lechero
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Tabla 4. Aspectos y resultados obtenidos del cuestionario.

N° del estanquey nombre | N° de N° de UFC Antigliedad | Tipo de Recoleccion de| Origen del | Lavado del Destino del aguade| Manejo de | Escolaridad delos
del predio vacas en | unidades del estanque| estanque | leche agua estanque lavado purines trabajadores
lactancia | de ordefio

1.-Arguenco 183 8 3.500 No sabe| Individual| Diapor medio Pozo C/2 dias Canal No| E. Media, cursos aparte
2.-Calatayud 360 20 2.000 10 anos| Individua Diariamente Pozo| Al retirar leche| A potreros por canal No E. Media
3.-Sn. Bernabé 60 8 3.000 No sabe| Individual Cada 2 dias Canal [ Al retirar leche Canal a potreros No E. Basica
4.-Manzin (Vieja) 160 10 3.000 8 afios| Individual Diariamente Pozo Diariamente Canal No E. Media
5.-Manzin (Nueva) 180 10 2.500 No ssbe| Individual Diariamente Pozo Diariamente Canal No E. Media
6.-Sta. Teresa (Galpon) 101 10 5.000 + de 4 afios| Individua Cada 2 dias Pozo| Al retirar leche Desagiie, canal No| E.Media, cursos varios
7.-Sta. Teresa (Araneda) 78 8 4.000 No sabe| Individua Diariamente Pozo| Al retirar leche Canal No E. Basica
8.-Sta Sdma 210 8 3.500 No ssbe| Individual Diariamente Pozo| Al retirar leche Desaglie 0 potrero No E. Basica, cursos
9.-Catrico 182 10 2.000 10 anos| Individual Diariamente Pozo| Al retirar leche Canales cercanos No E. Media (2° medio)
10.-CAL Mune El Rauli 50 3 2.000 3 afios| Individual Diariamente Pozo| Al retirar leche desaglie No E. Basica
11.-CAL Mune (R.B) 25 2 9.487 No ssbe| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche canal No E. Media
12.-CAL Mune (C.C) 20 2| 11.500 3 afios| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche desaglie No E. Media (1° medio)
13.-CAL Mune 49| No corresp. 4.833 3 afos| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Cana | No corresp. E. Media
14.-CAL Quitratte 14| No corresp.| 137600 3 afios| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
15.-CAL QuitratGe 14| No corresp.| 26.000 3 afios| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
16.-CAL Quitratte 29| No corresp.| 20.650 3 anos| Comunitario| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Cana | No corresp. E. Basica
17.-CAL Quitratte No sabe [ No corresp.| 25.860 3 afios| Comunitario [ Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
18.-CAL Quitratle No sabe 3| 46.121 No sabe| Individua | Diapor medio Pozo|[ Al retirar leche Canal No E. Media
19.-CAL Quitratte (C.M) 10 2 7.000 15 anos| Individua | Diapor medio | Vertiente| Al retirar leche Pozo g E. Media
20.- CAL Quitratte (J.K) 30 2 3.000 No sabe| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal No E. Media
21.-LaHijuela 150 8 2.500 No ssbe| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal No| E. Basica, cursos aparte
22.-El Carmen 11 5 112 2 afios| Individual [ Diapor medio Pozo| Al retirar leche Desaglie No E. Basica
23.-CAL Mune (E.G) 30 2 2.780 3 afios| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal No E. Media
24.- CAL Mune 17| No corresp 3.000 3 afos| Comunitario [ Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
25.- CAL Mune 41| No corresp 5.500 3 afios| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
26.- CAL Mune 52| No corresp 3.000 3 afos| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Cana | No corresp. E. Media
27.- CAL Mune (L.F) 25 2 200 1lafo| individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal No E. Media (1° medio)
28.- CAL Mune No sabe [ No corresp 8.000 3 afios| Comunitario| Dia por medio Pozo| Al retirar leche Canal [ No corresp. E. Media
29.- El Alamo 18 4 104.000 2 afos| Individua | Diapor medio Pozo| Al retirar leche Pozo purinero S E. Basica
30.- La Sombra 11 3 350 1 /% afnos| Individua | Diapor medio Pozo| Al retirar leche Pozo absorbente No E. Media
31.- Miramar 43 4 4.000 15 afios| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Pozo purinero ] E. Media
32.- Sta. Gloria 190 2 1.000 15 afios| Individual | Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal de desagiie S E. Basica (69
33.- El Renoval 28 3| 20.000 10 afios| Individual| Diapor medio Pozo| Al retirar leche Canal Ej Educacion media

Nota: Losvaloresde UFC para los estanques comunitarios esun valor promedio.




