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Figura 28.Electroforesis para verificar la integridad del ADN, gel de agarosa al 1%, 4ul
BRET, 5ul ADN, 2ul colorante, control positivo (L. monocytogenes 4524) muestras 1-5. 57
Figura 29. Marcador de peso molecular (Promega) de 10 kbp en un gel de agarosa al 1 %.

Figura 30.Productos de PCR empleando los cebadores LIM2 y LIMRE para la deteccion
del gen iap con un amplificado de 175 pb, gel de electroforesis de agarosa al 1.5%,
marcador de peso molecular de 1000 pb, control positivo de L. monocytogenes EDCP60,
control negativo y las 15 cepas sospechosas de L. MONOCYtOQENES .....wwueesmressmesssessssesssseesns 60
Figura 31. Productos de PCR para la deteccion del gen inlC con un amplificado de 517 pb,
gel de electroforesis de agarosa al 1.5% marcador de peso molecular de 1000 pb, control
negativo y positivo de L. monocytogenes ATCC 43249, y 15 cepas sospechosas de L.
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Figura 32.Productos de PCR para la deteccion del gen inlJ con un amplificado de 238 pb,
gel de electroforesis de agarosa al 1.5% marcador de peso molecular de 1000 pb, control
negativo y positivo de L. monocytogenes ATCC 43249, y 15 cepas sospechosas de L.
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RESUMEN

Listeria monocytogenes es considerado un agente patégeno causal de brotes severos de
listeriosis en humanos y animales, una de las vias de transmision es por la ingesta de
alimentos contaminados con dicha bacteria. Algunos alimentos de primera necesidad como
la leche y la carne, que se han aprovechado para la alimentacion ya sea empledndola
directamente o transforméandola para la obtencién de productos como queso, yogurt,
mantequilla o de la carne.La leche y la carne son materia muy perecedera, susceptible a
contaminacion y aunque proceda de animales sanos y haya sido obtenida mediante los
procedimientos adecuados, su mala manipulacion también puede implicar una
contaminacion con este microorganismo.

La oportuna deteccion de Listeria monocytogenes es imprescindible para que se puedan
tomar las medidas y decisiones adecuadas, en menor tiempo para dar solucion al problema.
Para llevar a cabo esto, existen técnicas moleculares en las que se puede extraer ADN del
microorganismo a partir de cantidades pequefias de muestra y ser amplificados los genes
que permitan conocer otras caracteristicas de interés, mediante la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa,(PCR) que en corto tiempo ofrece grandes ventajas sobre las
técnicas morfologicas tradicionales, ademas de rapidez y alta especificidad.

Por lo cual el objetivo de este trabajo fue aislarla inicialmente y luego confirmar su especie
y su virulencia potencial mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
utilizando genes especificos (internalinas inlC e inlJ).

—

ﬂ%’) ‘%\' \V
%%55“ Pagina | IV



INTRODUCCION

Los alimentos son la fuente principal de exposicidén a agentes patdgenos, tanto quimicos
como bioldgicos (virus, parasitos y bacterias), a los cuales nadie es inmune. Cuando estos
se contaminan en niveles inadmisibles de agentes patdgenos y contaminantes quimicos,
conllevan riesgos sustanciales para la salud de los consumidores ya que en el intestino
pueden multiplicarse o invadir la pared intestinal y desde alli pueden afectar otros aparatos
o0 sistemas. Los alimentos pueden ser alterados por diferentes géneros bacterianos, y a su
vez pueden servir como vehiculo de patdgenos o sus toxinas, lo que se representa en
grandes pérdidas econémicas para las naciones (Downes & Ito, 2001).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) pueden generarse a partir de un
alimento o de agua contaminada y son llamadas asi porque él alimento actia como vehiculo
de transmisién de organismos dafiinos y sustancias toxicas (Ruiz, 2016), estas tienen un
gran impacto econdmico y en la salud puablica en todo el mundo (Mead et al., 1999).
Generalmente los microorganismos contaminan los alimentos en pequefias cantidades, y
deben encontrar en ellos las condiciones adecuadas para sobrevivir y multiplicarse hasta
alcanzar los niveles necesarios para ser infectantes o producir la suficiente toxina para
causar la enfermedad (ICMSF, 1980).

Las manifestaciones de las toxiinfecciones alimentarias son generalmente de tipo
gastrointestinal, aunque en muchos casos el cuadro clinicopuede ser principalmente de tipo
extra-intestinal; por ejemplo: brucelosis, tifoidea, botulismos, etcétera. Cada vez més, se
acepta la transmisién de patégenos por alimentos en sindromes toxicos, respiratorios y
enfermedades cronicas (Parrilla-Cerrillo et al, 1993).

La listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) ocasionada por Listeria
monocytogenes. La importancia de ésta se debe a su impacto clinico, a la alta tasa de
mortalidad entre 20-30% (Roche et al., 2001) y al efecto econémico derivado de los brotes
asociados con el consumo de alimentos contaminados. En México, las fallas en los sistemas
de vigilancia epidemioldgicos son causa de informacidn imprecisa sobre la incidencia de la
listeriosis y sobre su caracterizacion como ETA. Ademas de que los estudios
epidemioldgicos sobre la incidencia, formas clinicas de la listeriosis, y sobre su presencia
en los alimentos son escasos (Castafeda et al., 2014).

La contaminacion de los alimentos conL. monocytogenes y su consecuente participacion
como agente responsable de enfermedades transmitidas por los alimentos son, por lo
general, el resultado de eventos simultaneos que se presentan en varios puntos de la cadena
alimentaria, entre los que se incluyen:

a) Alimentos y fuentes de contaminacion del medio ambiente

b) Condiciones que favorecen el crecimiento del patogeno (Lianou & Sofos, 2007).

c) Falta de buenas practicas de higiene y de programas de monitoreo en la cadena
alimentaria (Castafieda et al., 2014)
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La leche y los productos lacteos han sido involucrados frecuentemente en brotes de
listeriosis en humanos (Eilertz et al., 1993; McDonough& Wiedmann, 2004). Las granjas
posiblemente sirvan como fuentes directas o indirectas de cepas de L. monocytogenes que
son introducidas en la cadena de alimentacion humana, éstas también representan
ecosistemas que podrian facilitar el surgimiento de subtipos nuevos y mas virulentos de
este patdgeno en un ambiente de alta frecuencia de transmision (Ramirez et al., 2014). La
importancia de las cabras como proveedoras de alimentos, como la carne y la leche se ha
reflejado en el incremento de la poblacion caprina y la produccion de sus derivados (FAO,
2007).

Nuestro pais ocupa el segundo lugar en América Latina como productor de cabras, después
de Brasil, y el 16avo en el mundo. Se estima que en todo el pais existen alrededor de un
millén 200 mil productores, que generan alrededor de 200 millones de litros de leche de
cabra (SAGARPA, 2016a).

En Meéxico, la leche cruda es ampliamente consumida y la incidencia de enfermedades
causadas por leche contaminada es desconocida. L. monocytogenes ha sido detectada en
leche sin pasteurizar y en quesos elaborados con leche de cabra y vaca (Vazquez et al.,
2001).
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1. ANTECEDENTES
1.1. Cabras

1.1.1. Leche de cabray su produccién en México
La leche es el producto que segrega la ubre de las hembras, cuyo color es blanco cremoso,
liquida, de olor y sabor caracteristicos. Es rica en nutrientes y muy facil de contaminarse si
no se obtiene de forma adecuada. Por regla general puede decirse que la leche de cabra es
un liquido de color blanco mate y ligeramente viscoso, cuya composicion y caracteristicas
fisicoquimicas varian sensiblemente. Entre los factores que contribuyen a estas variaciones
se tiene: la raza, alimentacion, estacion del afio, condiciones ambientales, localidad, estado
de lactacién y salud de la ubre (Park, 2007a; Park et al., 2007).
La leche de cabra es méas blanca que la de vaca, a causa de no contener carotenos, que
amarillean a esta ultima. Esta posee un olor fuerte, como consecuencia de la absorcion de
compuestos aromaticos durante su manejo, generalmente inadecuado, con la presencia de
machos en los lugares de ordefio, mala higiene de los establos al que queda expuesta la
leche, tardanza en el filtrado y enfriamiento tras el ordefio; sabor y olor que, por otro lado,
se pueden eliminar en gran parte por un sencillo tratamiento de desodorizacion al vacio
(Borras, 1968).
Se diferencia también de la leche de vaca en que ésta es ligeramente acida, mientras que la
de cabra es casi alcalina (pH 6.7), debido a su mayor contenido proteico y a las diferentes
combinaciones de sus fosfatos (Saini & Gili, 1991), por lo que esta leche se utiliza en
personas con problemas digestivos (Jandall, 1996).
De igual manera a leche de cabra se parece en su composicion a la leche materna, es sana y
nutritiva y es una alternativa valida como sustituto de la humana pues sus valores nutritivos
son en gran medida aproximados. Muchas personas a quienes la leche de vaca les provoca
reacciones alérgicas, pueden beber leche de cabra sin inconvenientes pues contiene una
proteina de diferente tipo. Es un producto que poco a poco se hace mas popular en los
mercados mundiales, més alla de las fronteras de aquellos paises donde en la actualidad es
ya uno de los componentes principales de la dieta de millones de personas (Bidof, 2017).
La leche de cabra es un alimento saludable y nutritivo; rico en vitaminas, minerales, grasa y
lactosa, posee grandes beneficios como una alta digestibilidad, asi mismo, cuenta con
propiedades terapéuticas, entre otras, se consume como leche fluida y transformada en
quesos, cajeta, yogurt, dulces y en productos como jabones, cremas, cosméticos
(SAGARPA, 2016b). Desde el punto de vista tecnologico, la composicion de la leche
determina su calidad nutritiva, sus propiedades y su valor como materia prima para fabricar
productos alimenticios. La leche de cabra posee los mejores valores nutricionales y
terapéuticos; solo la supera la leche materna humana con alta calidad nutricional y de sabor
agradable; las propiedades terapéuticas de la leche de cabra se reconocen desde los inicios
de la civilizacion, al mostrar poder contra los malestares gastrointestinales (Flores-Cérdova
et al., 2009).
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La demanda de leche de cabra se ha incrementado debido fundamentalmente a la respuesta
de consumo por el crecimiento poblacional y por especial interés en los paises
desarrollados hacia los productos de la leche de cabra, especialmente quesos y yogurt, ya
que estos pueden ser consumidos por grupos de personas que presentan intolerancia a los
lacteos de origen bovino. Por su composicion, la leche de cabra se encuentra asociada con
ciertos beneficios nutrimentales en nifios, asi como en el desarrollo de alimentos
funcionales y productos derivados con caracteristicas sensoriales demandadas por
consumidores. Este alimento y sus derivados, son también una opcidn para dinamizar las
economias regionales (Arbiza, 1996; Haenlein, 2004; Vega & Ledn et al., 2010).

En la produccidn de leche de cabra, las buenas practicas son muy importantes para asegurar
la salud del animal y la calidad e inocuidad de los productos (leche), que podran ser
consumidos por las personas con entera confianza. Estas practicas abordan desde las
instalaciones y la infraestructura adecuada; un buen manejo en la alimentacion de los
animales (garantizandole al ganado el equilibro nutricional que cubra sus necesidades de
proteinas, vitaminas, minerales, entre otros); sanidad y salud animal (cuadro de vacunas,
desparasitaciones, deteccion de enfermedades, manejo de desechos, etc.); buen manejo del
ganado en todas las etapas fisiologicas(SAGARPA, 2016b).

En México el 60% de leche de cabra es transformada en quesos, crema, mantequilla o
yogurt, un 35% sirve para la preparacion de dulces regionales, natilla y cajeta y solo el 5%
es consumida como leche fresca. La produccion de leche caprina representa poco menos del
2% del total de la leche producida, en la figura 1 se muestra una grafica de la produccién de
leche en el mundo, ubicando en el lugar correspondiente a México (Ducoing, 2015).

En México el inventario caprino en 2012 de acuerdo con SIAP (2014) fue de 8,743,639
cabezas. La produccién de carne en toneladas para el afio 2012 (SIAP, 2014) fue de 80,877
toneladas en pie y de 155,636 miles de litros de leche.

Ubicacion de México como pais productor de leche

de cabra en el 2009
(FAO, 2011)

Miles de toneladas métricas

Pais
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Figura 1. Gréafica de la ubicacién de México como pais productor de leche de cabra en el 2009 (Ducoin,

2015).
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1.2. Geénero Listeria
El géneroListeria consiste en un grupo de bacterias Gram positivas de bajo contenido de
G+C estrechamente relacionadas con el bacilo, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus y
Staphylococcus (Vazquez-Boland et al., 2001),estd compuesto por pequefios bacilos de
extremos redondeados de 0.4-0.5um de didmetro y 0.5-2 um de longitud. No forman
capsulas ni esporas y son anaerobios facultativos. Gracias a unos pocos flagelos peritricos,
son maviles a 20-25°C aunque no a 37°C (Sun et al., 1990; Swanson & Baer, 1995). Este
microorganismo crece a temperaturas que oscilan entre menos 0 y 45 °C, tolera diferentes
rangos de pH (4.5-9.2) y sobrevive a altas concentraciones de NaCl (10%
wi/v)(Rocourt&Buchrieser, 2007), aun cuando sus limites de crecimiento son de -4 a 45°C,
incluso puede sobrevivir por varias semanas a -18°C (ICMSF, 1996). La habilidad de
Listeria spp., para colonizar y crecer en un amplio rango de ecosistemas se correlaciona con
la presencia de 331 genes que codifican para diferentes proteinas de transporte (Torres et
al., 2005).
En medios sélidos forma pequefias colonias tras 24-48 horas, de 1 mm de didmetro,
redondeadas, convexas Yy translcidas con una coloracién gris azulada que se torna en
iridiscencia azul-verdosa si se ilumina oblicuamente (Gregory et al., 1996; Sanchez-
Campillo et al., 1990).
Este géneroestd constituido por seis especies: Listeria innocua, Listeria weishimeri,
Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria grayi, Listeria monocytogenes(Seeliger&
Jones, 1986; Torreset al, 2005), asi como dos nuevas especies identificadas recientemente,
en el aflo 2009, Listeria marthii y Listeria rocourtiae(Graves et al., 2010; Leclercq et al.,
2010). Unicamente dos especies de este género son patogénicas: L. monocytogenes
asociada con infeccion en humanos y animales y Listeria ivanovii asociada Unicamente en
animales (Seeliger & Jones, 1986; Torres et al, 2005). Las otras cuatro especies de
Listeria(innocua, weishimeri, seeligeri, grayi) son esencialmente saprofitas y se han
adaptado para su supervivencia en el suelo y la vegetacion en decadencia (Sleator et
al., 2003). Se han aislado tanto del suelo como de aguas residuales, de vegetales en
descomposicion, de heces animales, de salas de mataderos, asi como de alimentos frescos,
ahumados y congelados (Stuart & Welshimer, 1973). En los rumiantes, la infeccion por
Listeria se transmite por el consumo de ensilado, en el cual estas bacterias se multiplican
facilmente (Vazquez-Boland et al., 1996). También es frecuente identificar portadores
humanos y animales. Es decir, son microorganismos extraordinariamente ubicuos y
resistentes, con un estilo de vida esencialmente saprofita (Swanson & Baer, 1995). Al
menos el 90% de los casos reportados de infeccion por Listeria han sido relacionados con
el consumo de productos alimenticios contaminados (Liu et al., 2005).
Se puede distinguir a Listeria spp., de bacterias similares por medio de reacciones
bioquimicas, como son la fermentacion de azlcares, actividad lipolitica y hemolitica,
prueba de CAMP (tabla 1). Las proteinas responsables de la hemolisis de Listeria en agar
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sangre han sido identificadas en L. monocytogenes (listeriolisina o LLO), L. ivanovii
(ivanolisina o ILO) y L. seeligeri (seeligeriolisina o SLO) (Wagner & McLauchlin, 2008).

Tabla 1. Diferenciacion de especies de Listeria
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Maltosa + + + + + T
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Xilosa - - A - A A
Hidrdlisis de la esculina + + + + + +
Indol - - - - - R
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Ureasa - - - - - -
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1.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes fue aislada e identificada en 1924 como el agente etioldgico de la
listeriosis, una enfermedad septicemica que afectaba a los conejos y a los conejillos de
Indias en un laboratorio en Cambridge en Inglaterra (Hof, 2003; Murray et al., 1926), el
proceso se caracterizaba por la presencia de lesiones necroéticas en higado, acompafiadas de
leucocitosismononuclear (monocitosis) (Gonzalez & Suérez, 2001)méas tarde se hizo
evidente que la enfermedad también afectaba a los seres humanos,(McLauchlin, 1996).

Los primeros casos de listeriosis humanos fueron divulgados en 1929 en Dinamarca
(Nyfelt, 1929). Sin embargo, la primera cultura registrada de L. monocytogenes data de
1921, con la bacteria aislada en Francia por Dumont y Cotoni de un paciente con meningitis
(Dumont & Cotoni, 1921; Seeliger, 1988).

Aungue L. monocytogenes es un importante patdgeno transmitido por los alimentos, la
especie engloba un espectro de cepas con variada virulencia y patogenicidad. Mientras que
muchas cepas de L. monocytogenes son naturalmente virulentas y capaces de producir
morbilidad y mortalidad significativas, otras son avirulentas e incapaces de establecer una
infeccion en los mamiferos de los hospedadores (Roche et al., 2001; Liu et al., 2003). Es un
patégeno facultativo intracelular que puede ingresar y multiplicarse tanto en fagocitos
(Mackaness, 1962) como en células no fagociticas (Gaillard et al., 1987; Khelef et al.,
2005). Después de la ingestion de alimentos contaminados (figura 1), algunas bacterias
cruzan la barrera intestinal y obtienen acceso al higado y al bazo a través del torrente
sanguineo. En estos dos 6rganos, la mayoria de las bacterias son eliminadas por el sistema
inmunitario. En personas inmunocomprometidas y mujeres embarazadas, las bacterias
pueden cruzar la estrecha barrera hemato-encefdlica y la barrera maternofetal,
respectivamente, y alcanzar el sistema nervioso central y la placenta (Cabanes et al., 2002).

1.3.1. Caracteristicas generales
Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular facultativo extensamente difundido en
la naturaleza y que se encuentra adaptado para vivir, tanto en suelo como en el citosol de la
célula eucariota. Comprende bacilos gram positivos que pueden estar solos o formando
cadenas cortas, no producen capsulas ni esporas (Vera et al., 2013), anaerobio facultativo,
con capacidad de formar biopeliculas (Zunabovic et al., 2011).

Crecimiento:La Listeria monocytogenes es organismo no exigente esto se debe a que se
puede reproducir medios sintéticos simples. El carbohidrato ideal para el crecimiento de L.
monocytogenes es la glucosa, no puede ser sustituido como fuente de energia o de carbono
por gluconato, xilosa, arabinosa, o ribosa. La sangre y el suero no son requisitos estrictos
para el crecimiento, sin embargo, mejoraran el crecimiento del organismo en medios con
factores de crecimiento limitados. Las cepas de L. monocytogenes difieren en sus
necesidades de vitaminas del grupo B, algunas cepas requieren piridoxina y riboflavina. Un
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medio éptimo para el crecimiento de L. monocytogenes debe incluir glucosa, riboflavina y
biotina, junto con cuatro aminoacidos (isoleucina, leucina, valina, y cisteina), y presencia
de Fe?*, Mg?*, Ca®*(Ryser & Marth, 1991). Uno de los medios mas utilizados para la
deteccion de L. monocytogeneses el medio Fraser ya que es un medio de enriquecimiento
gue contiene peptonas, extracto de carne y extracto de levadura las cuales proporcionan
nitrégeno, vitaminas y minerales (Uta Gasanov, 2005).

Temperatura:Es capaz de crecer en un amplio rango de temperaturas, entre 0 y 45°C,
aunque su temperatura 6ptima de crecimiento esta comprendida entre 30 y 37°C.

Morfologia:Es un bacilo gram positivo regular (0.5 pm de diametro y 1 a 2 pum de
longitud) con extremos redondeados, se encuentra como unidades Unicas o en cadenas
cortas, o pueden estar en forma de V, Y 0 en empalizadas (Figura 2).

Figura 2. Morfologia de Listeria monocytogenes (Uta Gasanov, 2005)

Movilidad:Su movilidad depende de la temperatura, con un rango optimo entre 5y 20°C
expresando de 1 a 5 flagelos peritricos en toda su superficieentre 20 y 22°C y siendo
inmdvila 37°C (Gonzalez & Suarez, 2001).

pH:EI rango de pH permisivo para Listeria se encuentra definido entre 5 y 9, pudiendo
tolerar medios con una concentracion de 10% de cloruro sdédico (Gonzalez & Suérez,
2001),caracteristicas que le permiten crecer en suelo, cuerpos de agua, agua residual y
alimentos (Zunabovicet al., 2011).Aunque su crecimiento dptimo se produce a pHneutro o
ligeramente alcalino (Gregory et al., 1996).

Ecologia: ElI microorganismo esta distribuido abundantemente en la naturaleza; se ha
aislado de rios, aguas negras, tierra, fango, silos y vegetacion. Listeria monocytogenes
infecta diversas especies de aves y mamiferos, y algunos crustaceos y garrapatas
(Hernandez, 2016).
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Oxigeno: _Listeria monocytogenes crece sin problemas en condiciones aerobias vy
microaerdfilas. El crecimiento éptimo se produce en una atmosfera constituida por 5% de
oxigeno y 5.10% de didxido de carbono.

El crecimiento de esta bacteria en agar sangre demuestra su actividad B-hemolitica, aunque
a veces sOlo se aprecie una estrecha zona de hemdlisis. Este microorganismo es
homofermentativo, rindiendo lactato, acetato y acetoina al metabolizar la glucosa en
aerobiosis (Escobedo, 2014).

Serotipos: _Considerando los antigenos somético (O) y flagelar (H), las cepas de L.
monocytogenes pueden ser clasificadas en 13 serotipos(1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab,
4b, 4c, 4d, 4e, 7); sin embargo, se ha determinado que s6lo 3 (1/2a, 1/2b y 4b), son
responsables de mas de 98% de los casos de listeriosis en humanos (Vazquez-Boland et
al., 2001; Velge & Roche, 2010; Buchrieser, 2007), llegando a ocasionar cuadros clinicos
muy graves en el hombre, como septicemia, gastroenteritis, meningitis y encefalitis. El
grupo de mayor riesgo comprende a los recién nacidos, individuos inmunocomprometidos,
mujeres embarazadas y adultos mayores (Vera et al., 2013).

En la tabla 2 se muestran las relaciones seroldgicas del género Listeria.

Tabla 2. Serologia de las diferentes especies de Listeria

Especie Serotipo

L. monocytogenes | %2 a, %2 b, % c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4c, 4d, 4e, 7

L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, 6a, 6b

L. welshimeri 6a, 6b

L. seeligeri Y% b, 4c, 4d, 6b

Fuente: Torres et al., 2005

Entre las serovariedades asociadas a listeriosis, las cepas 4b causan mas del 50% de los
casos en todo el mundo, pero las cepas del grupo antigénico %2 (1/2a, 1/2b y 1/2c)
predominan en los aislamientos a partir de alimentos; esto sugiere que las cepas serotipo 4b
estdn mas adaptadas a tejidos del hospedero mamifero que las cepas del serogrupo Y2
(Torres et al., 2005).

Los estudios filogenéticos y de subtipificacion han mostrado que L. monocytogenes forma
una poblacién estructurada, compuesta de cuatro linajes divergentes, designados como I, I,
Iy IV (Orsi et al., 2011). Los linajes I y Il incluyen a la mayoria de los aislados
vinculados a los casos clinicos de listeriosis. El linaje | agrupa a los serotipos 1/2b, 3b y 4b
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y se le ha identificado un mayor potencial patogénico que el linaje I, el que estd compuesto
por los serotipos 1/2a, 1/2c, 3a'y 3c (Orsi et al., 2011; Ward et al., 2008). Los linajes Il y
IV agrupan a cepas de los serotipos 4a, 4c y un 4b atipico (Orsi et al., 2011).

1.3.2. Reservorio
Listeria monocytogenes es un microorganismo ubicuo. Se encuentra en el intestino de
animales y personas que actlan como portadores, también, ampliamente distribuido en
ambientes naturales como suelo, agua, efluentes, pastos y ensilados dénde sobreviven
durante periodos extensos de tiempo. También se encuentra en el suelo, paredes, techos y
equipos de plantas de procesado de alimentos y se ha aislado de una gran variedad de
alimentos listos para consumo (RTE) de origen vegetal, lacteo, marino o carnico y en
ensaladas y frutas. Los alimentos listos para consumo (RTE) se consideran como aquéllos
preparados para su consumo directo sin necesidad de coccion u otros tratamientos
culinarios que reduzcan a un nivel aceptable la presencia de microorganismos preocupantes
(Schabitz et al, 2009).
Los alimentos més frecuentemente implicados son los quesos blandos y los productos
lacteos, patés y embutidos, pescados ahumados, ensaladas, "delicatessen”, y en general
producidos industrialmente, refrigerados productos listos para consumir que se comen sin
cocinar (Farber & Peterkin, 1991). En los rumiantes, la infeccidon por Listeria se transmite
por el consumo de ensilado, en el cual estas bacterias se multiplican facilmente, resultando
en brotes de hatos (Fenlon, 1990).Listeriamonocytogenes se difunde ampliamente en el
medio rural y, en consecuencia, contaminan las materias primas utilizadas en la preparacion
de alimentos procesados industrialmente y en las plantas de produccion. Estas bacterias
estan bien equipadas para sobrevivir a las tecnologias de procesamiento de alimentos. Por
ejemplo, toleran altas concentraciones de sal y pH relativamente bajo, y lo peor de todo,
son capaces de multiplicarse a temperaturas de refrigeracion. Esto hace que los
microorganismos de la Listeriamonocytogenes sean una grave amenaza para la inocuidad
de los alimentos y los sitla entre los microorganismos que mas afectan a la industria
alimentaria (Vazquez-Boland et al., 2001).
Por ello, alimentos potencialmente contaminados con Listeria son:

Carne de rumiantes, otros animales de abasto y aves: Aunque la prevalencia de L.
monocytogenes en carnes difiere significativamente, algunos estudios han citado tasas de
prevalencia de hasta el 92% de los productos analizados. La presencia de L. monocytogenes
en las canales se atribuye a su contaminacion durante el desollado. Un numero elevado de
animales de abasto (11-52%) se consideran portadores sanos. En mataderos, la presencia de
L. monocytogenes puede ser endémica, particularmente en efluentes y suelos (Pascual &
Calderon, 2000).
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Leche y derivados lacteos: Listeria monocytogenes se ha descrito en leches y derivados
lacteos y en plantas de procesado de dichos alimentos, asi como en productos pasteurizados
y en derivados frescos, probablemente, debido a una recontaminacion tras su
pasteurizacion. En el caso de quesos elaborados con leche pasteurizada 0 no pasteurizada,
la ausencia de L. monocytogenes depende de parametros intrinsecos (ay, acidez, péptidos
antimicrobianos, etc.) y extrinsecos (T2 humedad, recontaminacién, etc.), mientras su
presencia es siempre problematica debido a su capacidad extraordinaria de supervivencia
en condiciones hostiles (Neiker, 2005).

Listeria monocytogenes es una bacteria considerada como "transelinte™ porque se encuentra
presente entre el 1 y 10% de los seres humanos sanos en su materia fecal a los cuales se les
considera en un estado de portador asintomatico (Romero, 2007).

Pescado fresco, congelado y ahumado: La presencia y supervivencia deListeria
monocytogenes en pescado fresco y congelado es poco probable, mientras en el pescado
ahumado es variable dependiendo del método de ahumado (en frio o caliente) (Pascual &
Anderson, 2000).

Frutas y verduras: Se conoce que hasta el 10-20% de productos vegetaleslistos para su
consumo pueden estar contaminados con Listeria monocytogenes incluyendo semillas
germinadas (brotes), lechugas, rabanos, tomates, cebollas, pepinos, coliflores y setas
cultivadas y que algunos brotes de listeriosis se han debido al consumo de este tipo de
productos.

L. monocytogenes es un patdgeno transmitido por los alimentos que puede contaminar
productos alimenticios durante o después del procesamiento (Guenther et al., 2009) y se ha
aislado en varios tipos de productos alimenticios como carnes, pescado y mariscos (Fenlon,
1999), productos lacteos frescos (Vitas et al., 2004) y vegetales (Lunden et al., 2004). Los
alimentos con alto nivel de riesgo, son quesos y productos lacteos, patés y salchichas,
pescados ahumados, ensaladas y en general productos industrializados, refrigerados, listos
para el consumo, sin requerimientos de coccion o calentamiento previo (Farber & Peterkin,
1991). La naturaleza ubicua de L. monocytogenes, su resistencia y su capacidad de crecer a
temperaturas de refrigeracion y condiciones de microaerofilia, la hacen de dificil control
(Touré et al., 2003).

1.3.3. Importancia en los alimentos y salud publica
A principios de la década de 1980, la bacteria se manifesté como un patégeno emergente de
ETAs. A partir de esta fecha, se han reportado importantes brotes de ETA relacionados con
L. monocytogenes en Europa y Estados Unidos (tabla 3). Lo anterior ha promovido la
realizacion de estudios epidemioldgicos para determinar la prevalencia del patdégeno y su
forma de transmision. El estudio de estos brotes ha revelado que las cepas de L.
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monocytogenes aisladas de alimentos y pacientes presentan la misma identidad (Cratwrigth
etal., 2013).

Listeria afecta en mayor medida a los extremos de edad de la vida, embarazadas y personas
con algan tipo de inmunodepresion, fundamentalmente celular, o enfermedad debilitante.
En realidad, suele considerarsele un patégeno oportunista. En el resto de la poblacién las
infecciones invasivas son poco frecuentes, aunque en algunos casos la proporcion de
pacientes con meningitis sin factores de riesgo ha sido superior al 30% (Mylonakis et al.,
1998).

Tabla 3. Brotes de listeriosis asociados con el consumo de alimentos contaminados.

Pais Afo Alimento C/M | Serotipo
EUA 1983 Leche pasteurizada 49/14 4b
EUA 1985 Queso 142/48 4b
Londres 1990 | Paté 300/0 4b
Francia 1992 Lengua de cerdo 279/88 4b
EUA 1998 Salchichas 108/14 4b
EUA 1999 | Salchichas 101/21 Yoa
EUA 2000 Queso fresco 13/0 4b
EUA 2001 | Carnes frias 28/0 Yoa
EUA 2002 | Carnes frias 54/8 4h
EUA 2003 Queso fresco 13/1 4b
EUA 2005 | Pollo a la parrilla 3/0 1/2b
EUA 2006 Queso 3/1 4b
EUA 2007 Leche 5/3 4b
EUA 2008 | Ensalada de atun 5/3 Ya
EUA 2011 Meldn 147/33 NR
EUA 2012 | Queso ricota 22/4 NR
EUA 2013 Queso madurado 6/1 NR

NR: No ReportadoFuente: Castafieda et al., 2014
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En afos recientes se han presentado brotes de enfermedades alimentarias causadas por L.
monocytogenes en varias partes del mundo. Este microorganismo sobrevive a procesos
tradicionales que normalmente se utilizan en la conservacion de alimentos y ademas puede
persistir en diferentes entornos de procesamiento de alimentos (Zhang et al., 2010).

Los brotes de listeriosis asociados con ETA reciben especial atencién, principalmente por
la elevada tasa de mortalidad y por el efecto econémico que representan. En relacion con
este Ultimo aspecto, en Estados Unidos el costo por la morbi-mortalidad de los individuos
afectados se calcula en 2.3 billones de dolares; a su vez, el costo por retirar del mercado los
alimentos contaminados se calcula, en este mismo pais, en 2.4 billones de délares (Orsi et
al., 2011).
En México, los estudios epidemioldgicos sobre la incidencia y formas clinicas de la
listeriosis, y sobre la presencia de L. monocytogenes en los alimentos son escasos (tabla 4).

Tabla 4. Estudios realizados sobre la frecuencia de aislamiento de L. monocytogenes en alimentos

Alimento Muestras/Total % Pais

3/17 18 Portugal
Carne de res cruda

4/157 3 China

9/15 60 Portugal
Carne de pollo cruda

57/158 36 Espafia

Carne de puerco 20/185 11 China

cruda

Pescado crudo 3/25 12 Portugal

31/268 12 Chile

Mariscos

2/204 1 China

Salmén ahumado 28/100 28 Espafia
Leche cruda 1/6 17 Portugal
Leche pasteurizada 0/28 28 Portugal
2/50 4 Portugal

Queso fresco

2/256 1 Chile

Helado 21/603 4 Chile
35/396 9 Espafia

Delicatesen
23/634 4 Chile

>
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7/93 8 EUA
Salchichas
17/24 71 EUA
Vegetales frescos 31/1750 2 Espafia
Vegetales crudos 35/271 13 Portugal

Fuente: Mena et al., 2004; Yan et al., 2010; Vitas et al., 2004

Al respecto, una revision de la informacion existente sobre la listeriosis en México refirié el
reporte de 14 casos esporadicos de listeriosis con una letalidad de hasta 50%. Sin embargo,
la informacion especifica de la fuente de infeccion y la caracterizacion del microorganismo
responsable no fue determinada.En estudios recientes, aunque se ha realizado la
caracterizacion mediante perfiles genéticos y serotipificacion de cepas de L. monocytogenes
de origen alimentario, no se ha logrado establecer su participacion como agente responsable
de ETA. Los datos de estos estudios sugieren la necesidad de que el sector salud y la
industria alimentaria implementen un marco legal para la busqueda obligatoria del
patdgeno, lo cual conlleve al control de éste en México (Castafieda et al., 2014).

Listeria monocytogenes se transmite principalmente a través de alimentos, llegando a
ocasionar cuadros clinicos muy graves en el hombre, como septicemia, gastroenteritis,
meningitis y encefalitis. ElI grupo de mayor riesgo comprende a los recién nacidos,
individuos inmunocomprometidos, mujeres embarazadas y adultos de la tercera edad (Vera
et al., 2013). Las tasas reportadas de morbi-mortalidad de la listeriosis aluden a paises
desarrollados, en donde los alimentos (la principal fuente de transmisién) son elaborados,
procesados, transportados, almacenados y expendidos al publico, en condiciones de mayor
higiene y cuidado que las acostumbradas en nuestro medio (Garza-Velasco et al., 2010).

1.3.4. Patogenicidad

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un
huésped susceptible. La virulencia es un término cuantitativo que define el grado en que un
patdgeno puede causar enfermedad, esto a menudo estd relacionado con el ndmero de
microorganismos que se requieren para causar la infeccién o la frecuencia de infeccion de
una poblacion dada y los determinantes de virulencia de la cepa (Madigan et al., 2004).

La patogenicidad de L. monocytogenes se debe a la capacidad para adherirse, invadir y
multiplicarse dentro de una gran variedad de células no fagociticas (enterocitos,
hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales y células dendriticas). Esta propiedad, ha sido
estudiada detalladamente en cultivos celulares, y es el punto de partida para el analisis
fisiopatoldgico de la listeriosis humana (Gilot et al., 1999).

La patogenia de la infeccion por L. monocytogenes aun es poco comprendida y los datos
disponibles han derivado de observaciones hechas en animales de experimentacion. Los
alimentos son la principal ruta de adquisicion del patdégeno y, por lo tanto, el tracto
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gastrointestinal es el primer sitio de entrada de L. monocytogenes al hospedero (Vazquez-
Boland et al.,, 2001).Esta bacteria es capaz de atravesar las tres barreras fisioldgicas
presentes en los seres humanos: intestinal, hemato-encefélica y placentaria. Al cruzar la
barrera intestinal, la bacteria se absorbe desde el lumen intestinal, atravesando las células
epiteliales y si el sistema inmune no es capaz de controlar eficientemente la infeccion, la
bacteria seguird multiplicandose y la infeccidon puede diseminarse al torrente sanguineo y a
los ganglios linfaticos. Tras el ingreso al torrente sanguineo, la mayoria de las bacterias
alcanza el higado y el bazo, donde puede replicarse en el interior de macréfagos o células
epiteliales (Vera et al., 2013).
Esencialmente, L. monocytogenes debe su patogenicidad a la produccién de una proteina
con actividad hemolitica, la hemolisina beta, ademas, se caracteriza por su presencia
intracelular en monocitos, lo que dié origen a su nombre actual (Vazquez-Boland et al.,
2001).
En concreto, los eventos implicados en el proceso infectivo global, son:

1) Entrada a las células del hospedero

2) Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

3) Desplazamiento intracitoplasmico

4) Diseminacion célula-célula.

Ciclo infeccioso intracelular de L. monocytogenes:

El proceso de infeccion comprende varias etapas: adhesién e invasion de la célula
hospedera, escape de la vacuola, multiplicacion intracelular y proliferacion extracelular
(Figura 3) (Veraet al., 2013).

Para comenzar, antes de llegar al intestino, los organismos de Listeria ingeridos deben
resistir el ambiente adverso del estobmago (Vera et al., 2013).Al menos 13 proteinas de
estrés oxidativo y 14 proteinas de “shock” toxico, son inducidas bajo condiciones de estrés
en L. monocytogenes (Véazquez-Boland et al., 2001)

Figura 3.Esquema del ciclo intracelular de Listeria monocytogenesl. Entrada en la célula hospedera; 2.
Sobrevivencia dentro de la vacuola fagocitica; 3. Disrupcién de las membranas del fagosoma y escape al
citosol; 4. Replicacidn en el citosol; 5. Movimiento a través de la polimerizacidn de actina; 6. Propagacion
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célula-célula; 7. Sobrevivencia en fagosomas secundarios; 8. Escape del fagosoma secundario y reinicio del
ciclo (Veraet al., 2014).

La razon por la que L. monocytogenes causa infeccion esta explicada en la capacidad para
inducir fagocitosis en células del sistema mononuclear fagocitico, seguida de la replicacion
dentro de estas y la transferencia directa a células vecinas. El ciclo de infeccién se divide en
cuatro etapas: internalizacion, evasion de la vacuola intracelular, nucleacion de filamentos
de actina y expansion de célula a célula (Torres et al., 2005).

Internalizacion: El ciclo comienza con la adhesién a la superficie de la célula eucariota y
la subsecuente penetracion de la bacteria dentro de la célula hospedero, L. monocytogenes
es tomada por las células del hospedero a través de fagocitosis (Torres et al., 2005). La
forma en que el microorganismo ingresa a las células no fagociticas es semejante a la
clésica fagocitosis, ya que implica la interaccion del ligando del primero con el receptor de
las segundas y toda una serie de reestructuraciones en la membrana de la célula “blanco”,
las cuales se revierten mediante un mecanismo similar al cierre de los zipper (Garza-
Velasco et al., 2010).

El Gnico mecanismo conocido que permite la union covalente de las proteinas de superficie
de la pared celular de bacterias Gram-positivas a la célula hospedero requiere de una
secuencia motivoconservada LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly, donde X es cualquier
aminoacido) seguida de un dominio hidrofobico de 20 aminoacidos y una cola de
aminoacidos cargados positivamente (Torres et al., 2005).

La internalina A y la proteina de adhesion a Listeria (LAP) de 104KDa son proteinas de
superficie de Listeria requeridas para la penetracion al interior de las células no fagociticas.
Esta proteina de superficie de 800 aminoacidos, estd unida covalentemente al
peptidoglicano y contiene un dominio amino terminal repetitivo rico en leucina (LRR)
seguido de una region inter-repetitiva conservada (IR), el carbono terminal comprende dos
y medio repeticiones de 75 aminoacidos, seguida de una regién que contiene un motivo
LPXTG que permite la unién covalente de la proteina al péptidoglicano (Torres et al.,
2005)

La internalina A forma parte de la familia multigénica de internalinas junto con las
internalinas E, F, G y H las cuales no estan involucradas en el proceso invasivo de
L.monocytogenes pero son importantes para la colonizacion del tejido del hospedero “in
vivo”(Torres et al., 2005).

La entrada de L. monocytogenes a las células epiteliales se ha estudiado ampliamente, lo

que ha permitido identificar a la internalina A (InlA), proteina de 80 kDa que media la
entrada bacilar a las células del epitelio interinal humando (linea Caco-2) y a algunas otras
células epiteliales. La InlA esta codificada por el gen inlA que, a su vez, forma parte de una
familia de multigenes Illamada Inl, a la cual también pertenece el gen InIB, molécula
proteica de 67 kDa que promueve el ingreso bacteriano a los hepatocitos, tanto in vitro
como in vivo, y a otras lineas celulares, epiteliales o de fibroblastos (Garza-Velasco, 2010).
El receptor en la célula epitelial, para la internalina A es la proteina transmembranal E-
cadherina, glicoproteina transmembranal que contiene cinco dominios extracelulares de
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caderina (Ectodominios, EC1-EC5) y un dominio intracitoplasmatico que regula la
adhesion célula a célula y es dependiente de calcio (Kussel-Andermann 2000).

Evasion de la vacuola intracelular: Una vez que L. monocytogenes ha sido fagocitada por
un macréfago, en pocas horas se cubre de filamentos de actina. La cubierta de actina se
organiza para formar apéndices de actina F, facilitando el desplazamiento de
L.monocytogenes en el interior del macréfago y la posterior diseminacién a macrofagos
contiguos. Las condiciones que existen en el fagolisosoma, pH de 5.5+0.2 y bajas
concentraciones de hierro no le permitenmultiplicarse, pero inducen la secrecion de
Listeriolisina O (LLO) (Torres et al., 2005).

El principal factor de virulencia de L. monocytogenes es la listeriolisina O (LLO), la cual es
una hemolisina codificada en el gen hly. La LLO pertenece a la familia de las toxinas
formadoras de poro dependientes de colesterol (CDTX) y se ha demostrado, que es
requerida para sobrevivir y proliferar dentro de macréfagos y células fagociticas no
profesionales. La funcion principal de la LLO es perforar la membrana del fagosoma por
medio de anillos formados de LLO que se insertan en la membrana permitiendo que se
generen poros, los cuales permiten la liberacion de la bacteria al citoplasma. La actividad
de la LLO se lleva a cabo a pH bajo (5.5) aunque puede actuar en un rango de pH de 4.5 a
6.5 (Geoffroy et al.,1987).

Dos tipos de fosfolipasas C sintetizadas por L. monocytogenes, las fosfolipasas C
fosfatidilinositolespecificas (PI-PLC) de 33 kDa, codificadas por el gen plcA y las
fosfolipasasas C fosfatidilcolina especificas (PC-PLC) de 29 kDa, codificadas por el gen
plcB, juegan un papel importante en el poder invasivo; se ha demostrado que las bacterias
con mutaciones en los genes que codifican para estas enzimas son menos virulentas en
ratones que las cepas silvestres (Bubert et al., 1999).

Nucleacién de filamentos de actina y expansion de célula a célula: Las ATPasa ClpC y
CIpE son proteinas de “stress” que ayudan en la disrupcién de la membrana vacuolar y la
supervivencia intracelular de Listeria. La ClpC modula la expresion de la proteina ActA 'y
de las internalinas a nivel transcripcional (Torres et al., 2005).

Para que Listeria monocytogenes pueda moverse directamente a otras células, una proteina
de superficie es activada ActA, que esta polarmente distribuida sobre la superficie
bacteriana e imita la proteina eucaridtica WASP (proteina del sindrome de Wiscott-
Aldrich) al inducir su propia motilidad dentro del citosol celular (Torres et al., 2005).

1.3.5. Virulencia
Listeria monocytogenes posee un gran namero de factores de virulencia que son esenciales
para la patogénesis (Ray & Arun, 2010), es una bacteria intracelular facultativo que entra
en el hospedador de forma primaria a través del intestino. En los Gltimos afios se han
identificado un gran nimero de factores de virulencia involucrados en los pasos clave de
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este ciclo de vida intracelular (Dussurget et al., 2004). Un contribuyente principal a la
virulencia de L. monocytogenes es su habilidad para invadir y replicarse dentro de una
amplia variedad de células eucariotas (Donaldson et al., 2011; Kuhn et al., 2008).

Los genes de virulencia de Listeria spp., se organizan dentro de unidades genéticas
conocidas como islas de patogenicidad (PAIs). Las PAIls son adquiridas por la bacteria por
mecanismos de transferencia de informacion genética horizontal, algunas veces como parte
de un elemento mavil genético, por lo cual son importantes en la evolucion de la virulencia
bacteriana (Hacker& Kapper, 2000).

Seis de los factores de virulencia responsables de la infeccién intracelular de L.
monocytogenes son prfA, plcA, hly, mpl, actAy plcB (tabla 5), los cuales estan organizados
en una isla cromosomal de 9 Kb conocida como grupo de genes de virulencia dependiente
de PrfA la cudl es conocida como isla 1 de patogenicidad de Listeria (LIPI-1) (Figura4)
(Vazquez-Boland et al., 2001).

orfX orfZ

v
B3

pleB / orfB  orfA

L. monocytogenes

prs VrfA plcA hly mpl actA ldh

Figura 4. Organizacion fisica y transcripcional de genes de virulencia de Listeria monocytogenes
(Vazquez-Boland et al., 2001).

El locus de virulencia esta formado en tres unidades transcripcionales (Figura 3). La
posicion central estd ocupada por el monocistron hly, que codifica para una citolisina
sulfidrilo-activada (listeriolisina O) requerida para la ruptura de la vacuola fagocitica y la
liberacién de la bacteria dentro delcitoplasma; prerequisito para la proliferacionintracelular
de L. monocytogenes (Vazquez-Boland et al., 2001). Corriente abajo del monocistron hly, y
en el mismo sentido de transcripcion se encuentra el operdn lecitinasa de 5.7Kb que
comprende tres genes: mpl, actA y plcBy tres pequefios marcos de lectura abiertos (ORFs)
adicionales. ElI gen ActA codifica para la proteina ActA, el factor responsable de la
motilidad basado en actina y la diseminacion celula a célula de L. monocytogenes.

El gen plcB codifica para la fosfolipasa C fosfatidilcolina especifica (PC-PLC), que media
ladisolucion de la doble membrana de los fagosomas secundarios, formados después de la
diseminacion célula a célula. EI gen mpl codifica para la proteasa mpl, la cual procesa
extracelularmente el propéptido inactivo de la PC-PLC (Vazquez-Boland et al., 2001).

gﬂ%:) %{-\t X
,\%§ Pagina | 18



Tabla 5.Principales factores de virulencia de Listeria monocytogenes involucrados en el ciclo

intracelular
Locacién Gen Producto del gen Funcion
cromosoma
hly Listeriolisina O (LLO) Lisis del fagosoma
plcA Fosdatidilinositol fosfolipasa C (PI- Lisis del fagosoma
PLC)
plcB Fosfatidilcolina fosfolipasa C (PC- Lisis del fagosoma
PLC)
LIPI-1 mpl Precursor zinc metaloproteasa (Mpl) | Procesa al precursos PC-PLC
a su forma madura
prfA Factor regulador positivo A (PrfA) Requerida para la expresion
de los factores de virulencia
de L. monocytogenes
actA Proteina inductora de ensamblaje Participa en la movilidad
actina intra-celular
hpt Proteina transportadora de hexosa Requerido para el crecimiento
fosfato intracelular
inlA Internalina A (InlA) Participa en la invasion
celular
. inlB Internalina B (InIB) Molécula sefalizadora y
ST articipa en la invasion
LIPI-1 particip
celular
inlC Internalina C (InIC) Proteina secretada, contribuye
a la virulencia de Listeria.
InlJ Internalina J (InlJ) Adhesidn celular, contribuye
a la virulencia de Listeria.

Fuente: Veraet al., 2013

Los tres productos del operdn (mpl, ActA 'y plcB), estan involucrados en una funcion que es
esencial en la patogénesis de L. monocytogenes: La diseminacion de la bacteria de una
célula a otra. Esta funcion le permite a la bacteria evadir el compartimiento extracelular y,
por tanto, los efectores humorales del sistema inmune durante su diseminacion en tejidos
del hospedero (Portnoy et al.,1992).

1.3.5.1.

PrfA

El gen prfA es el activador transcripcional de los principales genes de virulencia de L.
monocytogenes. La expresion del regulador de virulencia via PrfA depende de diversas
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sefiales ambientales como: temperatura (37°C), condiciones de estrés, contacto con células
del hospedero y del ambiente citoplasmico del hospedero (Renzoni et al., 1999).

La expresion del regulador de virulencia de PrfA depende de un mecanismo que involucra
la activacion alostérica de PrfA por un cofactor de bajo peso molecular, cuyos niveles
dependen de las condiciones ambientales (Vega et al., 1998).

La sintesis de PrfA es autorregulada por un promotor dependiente de PrfA en forma de
operdn que comprende los genes plcA y prfA. Una pequefia cantidad de PrfA es esencial
para iniciar la transcripcion con autorregulacion del promotor plcA (Vega et al., 1998).

Se ha descrito que PrfA puede regular directamente 10 genes de virulencia, ademas de 145
genes no relacionados con virulencia. Esta proteina esta estructuralmente relacionada con la
proteina Crp (proteina receptora de AMPc) de enterobacterias, también conocida como Cap
(proteina activadora de catabolitos). PrfA es un homodimero simétrico con dos promotores
organizados en dos dominios (Vera et al., 2013).

1.3.5.2. Listeriolisina

Es una exoproteina antigénica (60 kDa) codificada por el gen hly (por hemolysin) y
perteneciente a una gran familia de citolisinas formadoras de poros activadas por grupos
sulfhidrilo, cuyo prototipo es la estreptolisina O de Streptococcus pyogenes. La LLO se
enlaza al colesterol de la membrana celular e inserta y oligomeriza 20 a 80 mondmeros que
inducen aparicién de poros.

Dado que LLO presenta una actividad maxima de pH=5 y es inactiva a pH=7, origina
escasos efectos dafiinos sobre la membrana celular cuando la bacteria se encuentra libre en
el citosol; su vida media es muy corta en dicho ambiente, ya que se degrada rapidamenteal
ser fosforilada en tres sitios de su secuencia conocida como PEST (por prolina, acido
glutamico, serina y treonina).

LLO induce la apoptosis, estimula a diversas cinasas y promueve la expresion de moléculas
de adhesion y la generacion de mediadores lipidicos en las células endoteliales infectadas
(Garza-Velasco et al., 2010).

1.3.5.3. Fosfolipasas
L. monocytogenes presenta dos enzimas principales con actividad de fosfolipasa C (PLC):
la fosfolipasa C fosfatidilcolina especifica (PC-PLC) codificada por el gen plcB y la
fosfolipasa C fosfatidilinositol especifica (PI-PLC) codificada por el gen picA.
El producto del gen plcB es un péptido de 264 aminoacidos con un peso molecular de 2.9
kDa llamado PIcB el cual es el precursor de la PC-PLC y es secretado como proenzima
inactiva, el gen mplcodifica para una metaloenzima dependiente de zinc (Mpl) la cual es
responsable de la activacion de PC-PLC.
La PC-PLC es una enzima dependiente de zinc, que actta en un rango de pH de 5.5 a 8.0.
Se ha observado que la fosfolipasa PIcB es requerida para la lisis de fagosomas secundarios
formados después de la diseminacion célula-célula (Raveneau et al., 1992).
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El gen PICA codifica para la PI-PLC, el producto de este gen es PICA, un polipéptido de 33
kDa, el cual tiene una actividad 6ptima en un rango de pH de 5.5 a 6.5. Se ha demostrado
que la PI-PLC es requerida para que la bacteria escape del fagosoma primario, pero esta
enzima no ayuda en el escape del fagosoma secundario (Camilli et al., 1991).

1.3.5.4. ActA

El gen actA codifica para una proteina de 699 aminoacidos (ActA). Una vez que la bacteria
ha escapado al citoplasma puede polimerizar actina y diseminarse a células vecinas, la
polimerizacion de actina es mediada por ActA, la cual es la primera proteina identificada
con actividad de promover la nucleacién de actina Una vez que la bacteria escapa al
citoplasma polimeriza actina asimétricamente a lo largo de la superficie de la bacteria,
produciendo una cola de actina que propulsa la bacteria a traves del citoplasma (Dabiri et
al.,1990; Tilney & Portnoy, 1989).

1.3.5.5. Internalinas
Las internalinas son los productos proteicos de una familia de genes asociados con la
virulencia, encontrados en el patdgeno Listeria spp. Los primeros miembros de esta familia
que se caracterizaron fueron InlA y InIB, codificados por el operon de inlAB, fueron
identificados en L. monocytogenes (Vazquez-Boland et al., 2001). Se demostrd que InlA
participaba para funcionar en la invasion, mediando la internalizacion bacteriana por estas
células epiteliales normalmente no fagociticas, y por lo tanto fue nombrado como
internalina (Gaillard et al., 1991). Desde entonces se han identificado un gran nimero de
homélogos internos en L. monocytogenes y L. ivanovii (Vazquez-Boland et al., 2001). Un
elemento comun a todo el internalinas es un dominio rico en leucina (LRR) que consiste en
un arreglo en tdndem de la repeticion de una secuencia del aminoécido con los residuos de
la leucina en las posiciones fijas (Kajava, 1998). La unidad LRR tipica de internalinas
consiste en 22 aminoacidos, con residuos de leucina o isoleucina (Heffron, et al., 1998).
Varias proteinas de la superficie listerial desempefian un papel clave en las interacciones
con células hospedadoras de mamiferos (Cabanes et al., 2002). Una de estas proteinas, es la
internalina A (InlA), promueve la internalizacion de Listeria en células epiteliales mediante
la interaccion con la proteina de adhesion del huésped E-cadherina (Mengaud et al., 1996)
y es necesaria para la invasion de vellosidades intestinales y placentarias in vivo (Lecuit et
al., 2004; Lecuit et al., 2001). InlA posee un dominio N-terminal de repeticion rica en
leucina (LRR) (Schubert et al., 2002) y una sefial de clasificacién C-terminal.
La InIC es una proteina secretora de 30 kDa, es mucho més pequefia que InlA o InIB, tiene
cinco repeticiones ricas en leucina, esta juega un papel en una etapa tardia en la infeccion
por L. monocytogenes en la absorcion por células fagociticas, dado que es un marcador de
virulencia que contribuye a las etapas post-intestinales de la infeccion de (Engelbrecht et
al., 1996).
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InlJ codifica proteinas estructuralmente relacionadas que consisten de 851 aminoacidos, es
una una proteina LRR (repeticion rica en leucina) que contiene cisteina, lo que sugiere que
el producto del gen tiene un papel en la virulencia de listeriosis (Cabanes et al., 2002).
Pertenece a la familia de las internalinas cuya expresién es inducida in vivo y actia como
una adhesina que se encuentra unida covalentemente al peptidoglicano; esta union se
realiza mediante la enzima sortasa A (SrtA). La importancia de esta proteina en la
virulencia queda demostrada al realizar estudios con cepas de L. monocytogenes que
presentan mutaciones en el gen srtA21 como asi también, al emplear cepas donde la
proteina InlJ esta ausente, debido a una delecion del gen inlJ13; en ambos casos se produce
una reduccion significativa en la virulencia (Vera et al. 2013).

Un gran namero de otras internalinas estan presentes en L. monocytogenes como se deduce
de la secuencia del genoma; algunas, son InIC, Inlg, InlF, InlG e InIH.Ninguna de estas
proteinas parece ser capaz de inducir fagocitosis en células de mamiferos y sus funciones
en el proceso de infeccion son en gran parte desconocidas. Se pudo demostrar
recientemente que, en contraste con InIB-InlA, desencadena la captacion de células
epiteliales Caco-2 y necesita ayuda de las otras internalinas (Ryser & Marth, 2007)

1.3.5.6. Proteina p60

La proteina p60 es una proteina extracelular de 60 KDa con actividad hidrolasa de la
mureina, involucrada en la formacién del septum durante la division celular y responsable
de la invasidn listerial en fagocitos no profesionales (Villegas, 2010).

L. monocytogenes secreta una autolisina de 60 KDa, codificada en el gen iap, denominada
p60 o iap, esta proteina interviene en la division celular, en la formacion filamentos largos
de bacterias y estd asociada con la invasion de ciertas lineas celulares (como en células
Caco-2). La proteina es caracterizada como una murein hidrolasa y se ha observado que la
sobreexpresion de p60 induce autdlisis en L. monocytogenes. La expresion es regulada a
nivel postranscripcional (Machata et al., 2005)

Esta proteina se localiza en la superficie bacteriana y, Ademas de resultar transcendental
para el crecimiento celular, también participa en la invasion intestinal por L.
monocytogenes; se trata de una murein-hidrolasa ajena al regulador central de virulencia
prfA, presente en todas las cepas virulentas. Cuando el gen que codifica para la p60 es
afectado, las mutantes con bajos niveles de proteina son filamentos y manifiestan una
pequefia o nula capacidad para invadir a las células hospederas (Garza-Velasco et al.,
2010).

1.3.5.7. CIpC ATPasa
Esta pertenece a la familia de proteinas Clp (100 kDa) de shock térmico, implicadas en la
tolerancia al estrés de varios microorganismos procarioticos y eucarioticos. Su papel en la
invasion es el de promover el escape bacteriano del comportamiento fagosémico de los
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macréfagos pero, ademas, favorece la invasion in vivo de los hepatocitos, junto con la InlA,
InIB y ActA (Garza-Velasco et al., 2010).

1.3.6. Listeriosis en humanos

La Listeria monocytogenes causa esta infeccion en animales y humanos causada por
Listeriamonocytogenes (Posfay-Barbe & Wald, 2009), con una tasa de mortalidad alta (20 a
30%), que incluye padecimientos severos como la meningitis, septicemias y abortos; afecta
principalmente a personas inmunocomprometidas e inmunodeficientes, asi como a
embarazadas, ancianos y nifios (Zunabovic et al., 2011), situandose entre las enfermedades
transmitidas por alimentos de mayor relevancia social y economica (Gahan & Gill, 2005).

La listeriosis es también un problema emergente para la industria alimentaria como
consecuencia del aumento de la incidencia, en los paises desarrollados, de epidemias
asociadas al consumo de alimentos contaminados con L. monocytogenes. Este
microorganismo supone un problema grave para las empresas alimentarias, ya que su
control en las plantas de procesado conlleva una gran dificultad. Su ubicuidad y la alta tasa
de mortalidad hacen que L. monocytogenes cobre una especial importancia desde el punto
de vista de la higiene y la salud alimentaria (Gonzélez & Suarez, 2008).

Aunque L. monocytogenes se trasmite por diferentes vias (fecal-oral, animal-hombre y

madre-feto), la principal fuente de transmision son los alimentos contaminados (Posfay-
Barbe & Wald, 2009). La dosis infectiva se estima entre 10* - 10® UFCg™ de alimento
ingerido, pero puede ser menor (0.3 UFCg™) en personas susceptibles (Jacquet et al., 1995).
En cualquiera de los casos, la dosis dependera del alimento, la virulencia de la cepa y la
susceptibilidad del hospedero (Posfay-Barbe & Wald, 2009; Lianou & Sofos, 2007).
Durante la infeccion, la bacteria obtiene acceso al citoplasma de las células hospederas, se
multiplica dentro del nicho intracelular y se propaga de célula a célula a través de la
polimerizacion de la actinia del huésped (Vazquez-Boland et al., 2001; Freitag et al., 2009).
Las diversas manifestaciones clinicas asociadas a la listeriosis pueden agruparse en dos
categorias: listeriosis invasiva y listeriosis no invasiva. La listeriosis invasiva se produce
cuando el patogeno atraviesa la barrera intestinal y alcanza sistemas y Organos que son
blanco de infeccidén, como el sistema nervioso central, el Utero o la sangre, ocasionando
meningitis, septicemias, meningoencefalitis. La listeriosis invasiva se caracteriza por una
tasa de letalidad alta y las infecciones puede producir secuelas (FAO/OMS, 2004).

Los casos de listeriosis no invasiva (conocida como gastroenteritis febril) se manifiestan
por sintomas de gastroenteritis, como diarrea, fiebre, cefalea y mialgias, tras un periodo de
incubacion corto (Wilson & Salyers, 2002).

Aunque su incidencia es baja, tiene un impacto sanitario y econémico considerable debido
a su letalidad; ya que aproximadamente el 93% de los casos requiere hospitalizacién (CDC,
2012; Centers for Disease Prevention and Control, 2013).

La tasa de mortalidad en listeriosis sistémica se ha estimado entre el 20% y el 30% (Farber
& Peterkin, 1991), y los sobrevivientes, particularmente aquellos donde el organismo ha
invadido el sistema nervioso central, pueden desarrollar serias secuelas a largo plazo
(McLauchlin et al., 2004).
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Figura 5.Diagrama de la patogenia asociada a la infeccion por Listeria monocytogenes (Garza-
Velasco et al., 2010).

La listeriosis invasiva engloba a los casos en los que una infeccion inicial del tejido
intestinal por L. monocytogenes deriva en la invasion de partes del organismo que
habitualmente son estériles. Los 6rganos que se infectan mas a menudo son el Utero
gravido, el sistema nervioso central y la sangre. Un resumen de 782 casos de listeriosis
notificados de 20 paises reflejé que el 43% de las infecciones estaban relacionadas con el
embarazo, mientras que el 57% de los casos no tenian relacion con el embarazo, los cuales
podian descomponerse a su vez en las siguientes categorias: infecciones septicémicas, 29%;
infecciones del sistema nervioso central, 24%; y formas atipicas, 4% (Rocourt,1991).
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1.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células (De Dios et al., 2013).

1.4.1. Fundamento
La reaccion en Cadena de la Polimerasa permite generar una gran cantidad de copias de un
fragmento de ADN (&cido desoxirribonucleico). El requisito fundamental para poder llevar
acabo la reaccion es disponer de fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla
complementarios a los extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos serviran
como cebadores (oligonucledtidos o primer) para que una enzima polimerasa sea capaz de
incorporar nucledtidos complementarios a la cadena molde. Una vez complementada la
reaccion la cantidad fragmento amplificado se puede visualizar mediante técnicas sencillas
de separacion de fragmentos de ADN (Pérez de Castro, 2008). En las Gltimas dos décadas,
la PCR se ha convertido en un recurso integral para la mayoria de los laboratorios de
biotecnologia en todo el mundo. Es una herramienta de gran alcance, ya que es sensible y
especifica en la amplificacion de ADN (Rakshit, 2010).
La PCR es una herramienta poderosa, pero los errores y equivocaciones pueden ocurrir
facilmente. La reaccion de la polimerasa es muy sensible a diferentes variables. Los
cationes divalentes, especialmente Mg®*, juegan un papel importante en la estabilidad de
los nucledtidos y afectan a la actividad de polimerizacién de las ADN polimerasas (Drouin
et al., 2007).
Actualmente la identificacion de L. monocytogenes se realiza por métodos convencionales,
los cualesrequieren, minimo de cinco dias para declarar si unalimento esta libre de Listeria
y diez dias adicionalespara reconocer la especie monocytogenes (Allaert,2002); sin
embargo, en la industria de alimentos estosmétodos no permiten tomar decisiones rapidas,
loque causa un incremento en el costo del productofinal por los periodos largos de
cuarentena antes desu liberacion. Por este motivo son importantes lastécnicas rapidas y
sensibles como la Reaccion enCadena de la Polimerasa (PCR) (Wan et al., 2003;
Weon&Chong-Hae, 2003), que permitan detectar este patdgeno en alimentos crudos y
productos procesados (Torres et al., 2004).

1.4.2. Etapas de la PCR
La técnica de PCR por lo general consiste de tres etapas principales: desnaturalizacion,
hibridacion o alineamiento del cebador y extension, los cuales se repiten de 20 a 30 ciclos
(Pelt-Verkuil et al., 2008). La PCR consiste en una serie de ciclos, y cambios de
temperatura. Los pasos de ciclos estan precedidos por un choque térmico a una alta
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temperatura (90-94°C), existiendo otro choque térmico al final del proceso. Las
temperaturas y el tiempo aplicados en cada uno de los ciclos dependen de ciertos
parametros (enzima utilizada, desoxirribonucledsido - trifosfatos "dNTPs", longitud de
ADN a amplificar)(Sambrook & Russell, 2001).

Los métodos tradicionales para la deteccion de L. monocytogenes en diversos ambientes y
de alimentos son intensivos en mano de obra y requieren mucho tiempo. Las metodologias
basadas en PCR se han aplicado en la deteccion de L. monocytogenes.

Desnaturalizacion: La muestra de ADN se desnaturaliza inicialmente con el fin de
desenrollar y separar la doble hélice de ADN en cadenas sencillas. Esto se consigue
normalmente mediante el calentamiento de la muestra de ADN en un entorno acuoso.La
desnaturalizacion se debe a la ruptura de los puentes de hidrogeno entre los pares de bases
sin existir un rompimiento de enlaces covalentes. Las dos hebras del ADN se separan y
pasan a una conformacidn al azar sin que afecte a la estructura primaria. En ella, el ADN se
incuba a elevada temperatura (£ 94°C) de tal manera que se logra la separacién de las
hebras quedando accesibles a la hibridacion de los cebadores (Pelt-Verkuil et al., 2008).

Hibridacion o alineamiento: Los puentes de hidrogeno estables entre las cadenas de ADN
solo se forman cuando la secuencia del primer es muy similar a la secuencia del ADN
molde. En ella, la mezcla de reaccion se enfria (£55-65°C) para permitir el alineamiento.
La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el cebador. Los cebadores actian como
limites de la region de la molécula que se va a amplificar (Sambrook & Russell, 2001).

En esta etapa, los cebadoresse alinean a la cadena sencilla en sitios especificos e hibridan
con su secuencia complementaria para que se formen pequefias regiones de doble cadena,
es importante que la temperatura de hibridacion (Tm) sea la 6ptima. Si el disefio de los
cebadores es el correcto y la temperatura es la adecuada la estabilidad y especificidad del
complejo seré eficiente (Tamay de Dios et al.,2013).

Extension: En esta etapa, la Taq polimerasa actda sobre el complejo templado cebadores y
empieza su funcién catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP's complementarios
para crear las cadenas completas de ADN. La extensidn de las cadenas es en direccion de la
sintesis del ADN, es decir de 5'a 3. La temperatura dptima para la reaccion es de 72°C, ya
que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los
ampliaciones con un tamafio dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que debera
ser conocido por el investigador (Tamay de Dios, 2013).

El tiempo de extension depende de la longitud y concentracion de la secuencia blanco y de
la temperatura. Las estimaciones para la tasa de incorporacion de nucledtidos a 2°C varia
de 35 a 100 nucleottidos por segundo dependiendo del buffer, pH, concentracion de sales y
la naturaleza del templado (Cortazar & Silva, 2004).
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Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40 veces, por
ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de amplificacion, millones de
copias del fragmento de interés (figura 6). EI nimero optimo de ciclos dependera
principalmente de la concentracion inicial del templado cuando los otros pardmetros son
optimizados (Cortazar&Silva, 2004).

\I/ Decnatvralizacion (ac°c)

L Tevnplar cebadores (55 °c) Pepets
epetyr

25-35 X

L Extender cebadsres (F2°C)

||||||||||||||||||||

Recultado despuvée de we eielo
# de motéeulas de ADN duplicado

Figura 6. Etapas de la PCR (Khanacademic, 2017)

1.4.3. Componentes

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un procedimiento efectivo para generar
grandes cantidades de una secuencia especifica de ADN in vitro. Requiere de componentes
esenciales para llevare a cabo (Balbas, 2002).

Secuencia blanco o secuencia a amplificar (ADN molde): EI ADN portador de la
secuencia a amplificar puede incorporarse a la reaccién en forma mono o bicatenaria.
Aunque su tamafio no es un factor critico, la amplificacion de secuencias presentes en un
ADN muy grande produce mejor rendimiento si se fragmenta previamente (Perera, 2002).
El criterio esencial es que la nuestra contenga al menos una cadena de ADN intacta que
abarque la region que va a ser amplificada y que las impurezas sean suficientemente
diluidas como para no inhibir la polimerizacion (Walter, 2006).
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Cebadores: Son fragmentos complementarios que se van a unir a cada una de las dos
cadenas separadas de ADN.

La seleccion de oligonucledtidos indicadores es muy importante en la reaccion en cadena
de la polimerasa. De este paso depende el éxito en el laboratorio (Somma & Querci, 2007).
El tipo de cebador que se utilice en la PCR dependera del tipo de identificacion que se
requiera, para ello se utilizan cebadores especificos. Si un cebador es demasiado corto
puede ser complementario a multiples genes y puede unirse especificamente a una regién
inapropiada del ADN. Un cebador debe de ser de por lo menos de 17 bases de longitud para
evitar que se una a una regién no deseada. Para una mayor estabilidad para la PCR
generalmente son de 20 nucledtidos de longitud. El incremento en la longitud puede afectar
la movilidad y el tiempo para unirse al ADN blanco (Reyna, 2000).

ADN polimerasa termoestable: La actividad mas utilizada hoy en dia para la
amplificacion por PCR es la ADN polimerasa Taq (Perera, 2002). Procedente de la bacteria
Thermus aquaticus, enzimaticamente activa a temperaturas relativamente altas. La
estabilidad de la polimerasa a temperaturas de hasta 95°C permite que se recupere su
actividad al enfriarse de nuevo evitando asi reponer la enzima en sucesivos ciclos (Herraez,
2012).

La enzima polimerasa se encarga de unir los nucledtidos (dNTPs), a la cadena
complementaria a partir del primer, formando una nueva cadena doble de ADN a partir de
una cadena sencilla. Solo pueden utilizarse polimerasas que sean capaces de actuar a
temperaturas altas empleadas en la reaccion (Saiki et al., 1998).

dNTPs: Los dNTP's son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Tag polimerasa
construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la
especificidad de la reaccion, por ello es importante que su concentracion sea la adecuada ya
que de lo contrario pueden afectar la funcién de la Tagpolimerasa. Normalmente se utilizan
a una concentracion que oscila entre 0.2 a 1.0 mM (Tamay de Dios, 2013).

1.4.4. Electroforesis

La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de ADN segun su
tamafio, con mayor resolucion que cualquier método alternativo y es el metodo de
fraccionamiento utilizado rutinariamente en el laboratorio de biologia molecular. Las
separaciones electroforéticas pueden ser analiticas o preparativas y permiten la resolucion
de fragmentos en un rango de <1,000 Da a >10° Da.

Las muestras de ADN se cargan en pozos (ranuras) en un extremo de un gel y se aplica una
corriente eléctrica para arrastrarlas a traves del gel. Ademéas de que el DNA de doble
cadena se encuentra razonablemente libre de complicaciones estructurales que puedan
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afectar su movilidad. Sin embargo, existen ciertas variables que afectan la migracion de los
acidos nucleicos en un gel.

Los fragmentos tienen carga negativa, por lo que se mueven hacia el electrodo positivo.
Puesto que todos los fragmentos de ADN tienen la misma cantidad de carga por masa, los
fragmentos pequefios atraviesan el gel mas rapido que los grandes.

Cuando un gel se tifie con un pigmento llamado BRET (Bromuro de Etidio) que se une al
ADN, ya que cuenta con dos propiedades importantes: se intercala en las bases del ADN y
brillan con luz UV; los fragmentos de ADN pueden verse como bandas, las cuales
representan un grupo de fragmentos de ADN del mismo tamafo (Cortazar & Silva, 2004).

Pozos
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Figura 7.Camara de electroforesis (Khanacademic, 2017).
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2. METODOLOGIA

2.1. Objetivos

Objetivo general

Detectar la presencia de los genes inlC e inlJ en Listeria monocytogenes mediante la
técnica de PCR punto final para determinar su virulencia potencial en cepas aisladas de
leche de cabra.

Objetivos especificos

1. Aislar L. monocytogenes a partir de leche de cabra mediante el empleo de medios de
cultivos selectivos y especificos para su posterior identificacion biogquimica y
molecular.

2. Extraer el ADN de cepas de L. monocytogenes mediante el kit de purificacion
Wizard® Genomic DNA para llevar a cabo la PCR.

3. Detectar la presencia del gen iap por PCR para confirmar el género y la especie de
L. monocytogenes.

4. Confirmar la virulencia potencial de L. monocytogenes, aislada previamente,
mediante la deteccion de los genes inlC e inlJ por PCR.
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2.2. Cuadro metodologico

Determinacion de la virulencia de Listeria monocytogenes por biologia molecular
en cepas aisladas de leche de cabra.

v
OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de los genesinlC e inlJ presentes en Listeria monocytogenes mediante la técnica
de PCR punto final para determinar su virulencia potencial en cepas aisladas de leche de cabra.

v
Objetivo especifico 1.
Aislar L. monocytogenes a Obijetivo especifico 2.
partir de leche de cabra
mediante el empleo de Extraer el ADN de cepas Obijetivo especifico 3.
medios de cultivos selectivos de L. monocytogenes Objetivo especifico 4.
y  especificos para su mediante el kit de Detectar la presencia del
posterior identificacion purificacion ~ Wizard® gen iap por PCR para Confirmar la virulencia
bioquimica y mflecular. Genomic DNA  para confirmar el genero y la potencial de L.
¥ llevar a cabo la PCR. especie de L. i
Actividad 1.1 Preparacion mgnocytogenes monocytogenes, _alslada
de las muestras. ' previamente, mediante la
v deteccion de los genes
Actividad 1.2. Aislamiento Actividad 2.1 inlC e inlJ por PCR.
Listeria. B Actividad 3.1.
dolidteria Extraccion de ADN Confirmacion de L v
— T — mediante el kit de ' Actividad 4.1.
Actividad 1.3. Purificacion e ) monocytogenes
. purificacion Wizard®
de las colonias sospechosas. ) . Detectar los genes
Genomic DNA. Detectar la presencia . .
4 ) inlC e inlJ por PCR.
- e del gen iap por -
Actividad 1.4.ldentificacion PCR
del género Listeria spp por —
pruebas bioquimicas. Actividad 2.2
i - Actividad 4.2.
Tincion de Gram, Confirmacion :En\t/:gl;:?gézn d‘ge I(;Z Actividad 3.2.
del Gram, Pruebas de Catalasa, fragmentos de ADN Evaluacion de los Evaluacion  de  los
Oxidasa, Ureasa, O/F, VP i fragmentos de ADN
' ’ : ' mediante fragmentos de  ADN e
Fermentacién de hidratos de o - amplificados  de  los
amplificados del gen iap genes inlC e inld
carbono. mediante electroforesis mediante
v electroforesis.
Actividad 1.5. Identificacion de
Y A 4 A 4

las especies de Listeria.

Mediante un medio cromogénico
CHROMagar™ Listeria.

Resultados y Discusion

!

Conclusiones
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2.3. Materiales y métodos

Cepas control

Las cepas que fungieron como control para Listeria monocytogenes, (Listeria
monocytogenes 4524, Listeria monocytogenes ECDP60 y Listeria monocytogenes ATCC
43249) fueron proporcionadas por el laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de
Posgrado, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional Auténoma de
México.

Muestras de leche

Se realizd el estudio de 195 muestras de leche de cabra, pertenecientes a 30 granjas
localizadas en el Estado de Chiapas debido a que las muestras fueron donadas por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias INIFAP, por lo que
este estudio se concentro en muestras de dicho Estado. Las muestras se dividieron en 60
grupos, en el anexo 1 en la tabla 10 se enlistan las muestras analizadas en este trabajo.

Las muestras se conservaron en congelacion hasta su analisis. Se siguié el método descrito
en la NOM-210-SSA1-2014, este método permite determinar la presencia 0 ausencia
de L. monocytogenes en los productos de consumo, se efecta por medio de un pre-
enriquecimiento selectivo y después se realiza su aislamiento en placas de medio de cultivo
selectivo y diferencial, con su confirmacion mediante pruebas biogquimicas y fisioldgicas
(NOM-210-SSA1-2014).

2.3.1. Preparacion de las muestras

Para obtener una muestra homogénea, se descongelaron en bafio Maria a temperatura de
37°C, se realizd un pre-enriquecimiento donde se adicionaron 50 mL de cada uno de los
grupos seleccionados de leche de cabra a 225 mL de agua peptonada estéril previamente
preparada, hasta que se obtuvo una mezcla homogeénea, se incubaron a 30°C durante 6h;
esto con la finalidad de reactivar y fomentar el crecimiento de las posibles Listerias que se
encontraban estresadas por los cambios de temperatura.

2.3.2. Aislamiento de Listeria

@ Se realiz6 un enriquecimiento primario, con 25 mL de la mezcla anterior en 225 mL
de caldo Demi-Fraser suplementado con 2.25 mL de citrato férrico. Incubandose a
30 + 1°C durante 24h + 2h.
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@ Posteriormente se realizd un enriquecimiento secundario, transfiriendo 0.1 mL de

caldo Demi-Fraser a 10 mL de caldo Fraser, incubandose a 36 + 1°C durante un
periodo de 24h a 48h (NOM-210-SSA1-2014).

2.3.3. Purificacién de las colonias sospechosas de Listeria

Siembra en medios selectivos

)

@ Del enriguecimiento primario y secundario transcurrido el tiempo de la incubacion,

se inocularon por estria cruzada dos placas de agar Oxford el cual contiene ademas
de esculina, esta modificado con el suplemento selectivo para Listeria (Oxoid
SR140E) constituido por antibioticos a los que es resistente Listeria (ciclohexamida,
sulfato de colistina, acriflavina, cefocetan y fosfomicina), se incubaron a 37°C
durante 24h a 48 h (NOM-210-SSA1-2014).

Después de la incubacion por 24h; si se observaba un crecimiento pobre o si no se
observaban colonias; se volvian a incubar por 18h a 24h. Las placas se observaron
para detectar la presencia de colonias presuntivas de Listeria spp(NOM-210-SSA1-
2014).

Las colonias tipicas de Listeria spp, en agar Oxford; por lo general crecen a las 24h
son pequefias (1mm), grisaceas, rodeadas por un halo oscuro por la degradacion de
la esculina y las sales férricas. Después de las 48h de incubacién, las colonias
se tornan obscuras con posible brillo verdoso de aproximadamente 2mm de
didmetro, con halos negros y centros hundidos (NOM-210-SSA1-2014).

Aquellas colonias con morfologia caracteristica de Listeria spp, fueron sembradas
en agar infusion cerebro corazén BHI para su posterior purificacion e identificacion,
ver figura 8.

Se corrobor6 el género Listeria mediante la prueba de tincion de Gram y su
confirmacion, asi como las pruebas de oxidasa, catalasa, movilidad vy
posteriormente a las muestras positivas se les realizo pruebas de confirmaciéon de la
especie L. monocytogenes, en la figura 8 se muestra un diagrama del procedimiento
seguido para el aislamiento, identificacion y confirmacion de L. monocytogenes.
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Figura 8. Diagrama de identificacion y confirmacion de L. monocytogenes
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2.3.4. Identificacion del género Listeria spp por pruebas bioquimicas
Seleccidn de Colonias para su confirmacion

De cada placa de agar selectivo se tomaron 5 colonias sospechosas de Listeria spp. Las
colonias tipicas se observaron de 1Imm a 2 mm de didmetro, convexas, incoloras y opacas
con borde entero (NOM-210-SSA1-2014).

Tincion de Gram

Permite clasificar bacterias de acuerdo con su morfologia y tincion, se realiz6 un frotis fino
con las colonias sospechosas, una vez seco se fijo al calor, haciéndolo pasar tres veces a
través de la llama del mechero Fisher, se realizé una tincion inicial donde las células se
tifieron con cristal violeta. Las células se tifieron de morado, luego de un minuto, se lavé el
frotis con agua destilada, se adiciond yoduro (lugol) que reacciona con el cristal violeta y
forma un complejo cristal violeta-yoduro. En este punto todas las células contintan de color
morado, luego de un minuto se decoloré adicionando alcohol-acetona, el cual actta lavando
el complejo cristal violeta-yoduro de las células Gram negativas. De esta manera las
bacterias Gram positivas continian moradas y las Gram negativas quedan incoloras, se lavo
el frotis con agua destilada y se tifio con safranina por 1 min, las bacterias gram negativas,
se tifieron de rosado, en tanto las bacterias Gram positivas permanecieron moradas
(Rodriguez et al., 2005).

Posteriormente se examind el frotis, con el microscopio bajo el objetivo de inmersion de
100x. Se deberan observar bacilos cortos Gram Positivos que se tifien de color morado o
azul obscuro.

Confirmacién del Gram

Consiste en la determinacidn de bacterias Gram positivas o0 negativas en virtud de la pared
celular al reaccionar con una solucién alcalina diluida (KOH al 3%). En un portaobjeto se
coloco una gota de KOH y se afiadié una asada del cultivo puro y joven, se mezclé durante
unos segundos, se levantd ligeramente el asa. Si se observaba la formacion de un hilo, la
reaccién se consideraba positiva, lo cual significaba que la bacteria pertenecia al grupo de
bacterias Gram negativas, debido a la destruccién de la pared celular provocando la salida
del contenido celular por accion del hidréxido de potasio, mientras que las bacterias que no
producian viscosidad se consideraban como Gram positivas (Koneman & Allen, 2008).

Prueba de la Catalasa

La enzima catalasa cataliza la liberacion de agua y oxigeno a partir del perdxido de
hidrégeno (H,O, + catalasa = H,O + O,); su presencia se determina por analisis directo de
un cultivo bacteriano. La produccion rapida de burbujas (efervescencia) cuando el cultivo
bacteriano se mezcla con una solucion de perdxido de hidrogeno se interpreta como una
prueba positiva (es decir, presencia de catalasa). Si no se produce efervescencia o ésta débil
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la prueba se interpreta como negativa. La reaccion de catalasa diferencia Listeria
monocytogenes y corinebacterias (catalasa positivas) de otros bacilos grampositivos no
formadores de esporas (Forbes et al., 2004).

Se transfiridé con un palillo de madera estéril, una colonia aislada y se suspendié en una
gota de solucion de perdxido de hidrégeno al 3% en un portaobjetos. La inmediata
formacion de burbujas indica una reaccion positiva. Precaucion: la agitacion del reactivo
con la suspension del microorganismo debe hacerse con un asa de plastico o palillo de
madera estéril NOM-210-SSA1-2014).

Prueba de la oxidasa

La citocromo oxidasa participa en el transporte de electrones y en la via metabdlica del
nitrato de ciertas bacterias. La prueba para detectar la presencia de oxidasa puede realizarse
cubriendo las colonias bacterianas en la superficie del agar con el reactivo clorhidrato de
tetrametil-p-fenilendiamina al 1%. Una alternativa es frotar una muestra de la colonia
bacteriana sobre un papel filtro impregnado con el reactivo (método de Kovac), (Forbes et
al., 2004).

Se humedecio un papel filtro con el reactivo clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al
1%. Con un palillo estéril se tomé una muestra de la colonia bacteriana y se froto la
superficie. Se observo en el &rea inoculada un cambio de color azul o violeta oscuro dentro
de 10 segundos maximo.

Prueba de la Ureasa

La ureasa hidroliza el sustrato urea en amoniaco, agua y didxido de carbono. Para
determinar la presencia de la enzima se inoculé una colonia de la bacteria en un caldo que
contenia urea como fuente principal de carbono y se detectd la presencia de amoniaco,
mediante el cambio de color 24 a 48h. El amoniaco aumenta el pH del medio, por lo que su
presencia se detecta con facilidad con un indicador de pH que posee el medio de cultivo
(Forbes et al., 2004).

Prueba de oxidacion y fermentacion (O/F)

Se determina la forma en que un microorganismo utiliza un sustrato mediante la
observacion de los subproductos acidos que produce en presencia 0 en su ausencia de
oxigeno que se detecta por un cambio en el pH. Los cambios de color que aparecen en
presencia de &cido, se logran con un medio especial (medio para oxidacion-fermentacién
[O-F]) que contiene concentraciones bajas de peptona y un sustrato con un dnico hidrato de
carbono, generalmente glucosa. EI microorganismo se siembra en dos tubos de O-F con
glucosa, uno de los cuales se cubre con aceite mineral para impedir el ingreso de oxigeno.
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El indicador de pH presente en el medio de cultivo que cambia de color en condiciones
acidas es el azul de bromotimol (que cambia del verde al amarillo) (Forbes et al., 2004).

Cuando se determina la produccion de acido en ambos tubos el microorganismo se
identifica como fermentador de la glucosa porque la fermentacion puede producirse con
oxigeno o sin él. Si el acido sélo se detecta en el tubo en aerobiosis (abierto) se considera
que el microorganismo oxida la glucosa. Algunos microorganismos no utilizan la glucosa
como sustrato y no se observa la presencia de acido en ninguno de los tubos (no
utilizadores de glucosa) como de muestra en lafigura9 (Forbes et al., 2004).

Se inocularon dos tubos por cada muestra a probar por puncion ambos tubos, a uno de ellos
se le adiciono glicerol estéril alrededor de 1-2 mL para crear una condicion anaerobia al
crecer el microorganismo. Se incub6 a 37°C durante 2-4 dias ya que pueden ser
microorganismos de desarrollo lento. Listeria monocytogenes es O/F (+).

Cubierta
de aceite

mineral ' '

Ambos mbos O/F se inoculan
con las posibles Listerias.

Incubar a 37 °C durante 2-4
dias.

— ——

| 1
o /| @9

Oxidativo (no
fermentador}

Fermentador Mo utilizador
del sustrato

Figura 9. Principio de la prueba de oxidacion/fermentacion.

Prueba del rojo de metilo

El rojo de metilo es un indicador de pH con un intervalo entre 6 (amarillo) y 4.4 (rojo). La
prueba requiere organismos que produzcan &cidos fuertes (lactico, acético, formico) a partir
de glucosa, por la via de la fermentacion acida mixta, s6lo se consideran rojo de metilo
positivo aquellos organismos que son capaces de mantener ese pH bajo durante una
incubacidn prolongada (48 6 72 h). Se inocul6 un tubo con caldo MR/VP con una muestra
de cultivo puro, se incubo el caldo a 35°C durante 48 h, transcurrido este tiempo se afiadié
directamente al tubo 5 gotas del reactivo rojo de metilo, al visualizarse un color rojo estable
en la superficie del medio, indicd que la produccion de acido es suficiente como para bajar
el pH a 4.4 por lo que se considerd como una prueba positiva (Alvarez & Mendoza, 2005).
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Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Determina la capacidad de algunos microorganismos para producir un producto final
neutro, acetilmetilcarbinol (AMC, acetoina), a partir de la glucosa. Voges y Proskauer
fueron los primeros en observar una coloracion roja en los medios de cultivo después del
tratamiento con hidréxido de potasio. La glucosa es metabolizada a acido piravico, el
principal intermediario en la glucolisis. A partir del &cido piravico, las bacterias pueden
seguir muchos caminos metabdlicos; la produccion de acetoina es una de las vias
metabolicas de la degradacion de la glucosa en bacterias (MacFaddin, 2003).

En presencia de oxigeno atmosférico y de hidroxido de potasio al 40%, la acetoina se
convierte en diacetilo y el a-naftol actla como catalizador para revelar un complejo de
color rojo (Alvarez & Mendoza, 2005).

Se inocul6 un tubo de caldo MR/VP con un cultivo puro de 18 a 24h, se adicionaron 0.6
mL de a-naftol al 5% y 0.2 mL de KOH al 40%, se mezclaron suavemente y se dejo en
reposo durante 15 min; una prueba positiva estd indicada por el desarrollo de un color
rosado-rojo en la superficie del medio (acetoina presente), (MacFaddin, 2003).

2.3.5. Identificacién de las especies de Listeria

Pruebas de fermentacion de hidratos de carbono

Determina la capacidad de un microorganismo para fermentar (degradar) un hidrato de
carbono especifico incorporado en un medio basal y producir acido o acido con gas visible
(MacFaddin, 2003).

Se inocularon tubos con caldo rojo fenol que contenia cada uno de los hidratos de carbono
al 0.5 %, (salicina, lactosa, ramnosa, manitol y xilosa), se incubaron durante 7 dias a 35°C
con un cultivo de 24h. Una coloracion amarilla indicaba una prueba positiva. L.
monocytogenes es manitol negativo, ramnosa positiva y xilosa negativa (NOM-143-SSA1-
1995).

Medio cromogénico CHROMagar ™ identificacion Listeria

La finalidad del medio cromogenico es para la confirmacion de las especies de L.
monocytogenesaisladas previamente, en el medio cromogénico CHROMagar Listeria.
(CHROMagar™, 2017).

Es un medio selectivo para aislamiento, diferenciacién e identificacion presunta de Listeria
monocytogenes de muestras de alimentos y ambientales. La deteccion y diferenciacion de
L. monocytogenes de otras especies y organismos de Listeria se ven facilitados por la
adicion de un sustrato cromogeénico y fosfolipidos en el medio (Dick et al., 2005).
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Esta tecnologia se basa en moléculas incoloras solubles (llamadas cromdgenos),
compuestas por un sustrato (dirigido a una actividad enzimatica especifica) y un croméforo.
Cuando la enzima del organismo objetivo escinde el conjugado cromogenico incoloro, se
libera el croméforo. En su forma no conjugada, el croméforo exhibe su color distintivo y,
debido a la solubilidad reducida, forma un precipitado (CHROMagar ™, 2017).

Reacciona de dos formas, la primera es expresada por medio de una coloracién rosa de las
colonias generadas por una reaccion enzimatica producida solo por dos especies: L.
monocytogenes y L. innocua y el cromogeno contenido en el medio de cultivo; la segunda
reaccion se lleva a cabo por sustratos fosfolipidicos como la fosfolipasa C fosfatidil-inositol
(P1-PLC) y C-fosfaridil-colina fosfolipasa (PC-PLC), producidas por L. monocytogenes y
L. ivanovii las cuales intervienen en el proceso de virulencia, generando la formacion de un
“halo” blanco alrededor de la colonia (AFNOR CHROMagar ™ Listeria, 2009), es por ello
que este método permite diferenciar y comprobar de manera efectiva las especies de
Listeria, el mecanismo de reaccion se muestra en la figura 10.

| Oxidacion de cromoforos
___________________________________ ) | que generan un color

|

|

\mTTTTrmm T L LT TTTTT 7 insoluble
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Figura 10. Mecanismo de reaccion medio cromogénico CHROMagar ™ identificacion Listeria
(CHROMagar™, 2017).

Se inocul6 el agar mediante siembra dibujando un zigzag en la superficie del medio cada
una de las cepas en las placas para efectuar su identificacion. Se incubaron las placas
aerobicamente a 35 + 2°C en posicion invertida por 18 a 24h como se muestra en la figura
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11. Posteriormente las placas fueron leidas sobre un fondo blanco con una buena
iluminacion.

Las colonia color malva rodeada de un halo blanco opaco en la placa indicaron la presencia
de Listeria monocytogenes.

/\ - CHROMagar

:. z z identificacion Listeria Malva con halo
\ = / de 18 a24ha 37°C

Presencia de L.
monocytogenes

No

Siembra en zigzag en

la superficie del medio Ausencia de L.
monocytogenes

Figura 11. Método de deteccion en CHROMAGAR™ identificacion de Listeria

2.3.6. Confirmacion molecular de la especie Listeria monocytogenes

Para esta etapa experimental las muestras fueron proporcionadas por el laboratorio de
Bacteriologia de la Unidad de Posgrado, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
Universidad Nacional Autonoma de México, provenientes de trabajos previos realizados en
las granjas de San Bartolo ubicada en la Region norte en el municipio de Reforma, El
Potrero y Lull ambas de la Regién Centro en el municipio de Ocozocuautla, las cuales
fueron identificadas como L. monocytogenes mediante métodos convencionales, en la tabla
6 se enlistan las muestras utilizadas en este trabajo. Se usaron estas porque las 195 muestras
analizadas en esta tesis fueron negativas y las proporcionadas por el laboratorio
corresponden al mismo grupo de muestras.
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Tabla 6.Muestras donadas de trabajos previos.

Muestra Cepa
M1 Cepal
M2 Cepa 4
M3 Cepa 12
M4 Cepa 13
M5 Cepa 16
M6 Cepa 18
M7 Cepa 19A
M8 Cepal9B
M9 Cepa 3l
M10 Cepa 42
M11 Cepa 43
M12 Cepa 46
M13 Cepa 2
M14 Cepa 6
M15 Cepa 7

2.3.7. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico se utilizd el kit de purificacion Wizard® Genomic
DNA que se muestra en la figura 12. El kit se basa en un proceso, de purificacion lisa las
células. En este momento puede incluirse un paso de digestiéon con RNAsa. Las proteinas
celulares se eliminan entonces mediante una etapa de precipitacion de la sal, que precipita
las proteinas,y deja el ADN gendémico de alto peso molecular en solucion. Finalmente, el
ADN genémico se concentra y se desalifica mediante precipitacion con isopropanol
(Promega Corporation, 2017). A continuacion se describen las etapas que conlleva este

procedimiento.
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Figura 12. Kit Wizard® Genomic DNA.

Lisis de las células y liberacion del ADN

Se recogio el cultivo de cada una de las cepas de Listeria monocytogenes con el buffer Tris
EDTA (TE) pH 8.0, a partir de un cultivo de 24h en agar infusion cerebro corazén (BHI)
incubados a 37°C, se centrifugaron a 5000 rpm y se lavaron con el mismo buffer, se
recogio 1mL en un tubo eppendorf para centrifugarse a 5000 rpm durante 5 min,
posteriormente se retiro el sobrenadante. Se resuspendid completamente el pellet celular en
480uL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 mM, se adicionaron 50uL de
Lisozima y 70uL de TE mezclando suavemente por pipeteo, el propdsito de este pre-
tratamiento es debilitar la pared celular de manera que permitiera una lisis celular eficaz,
las muestras se incubaron a 37°C durante 60 min se centrifugaron a 5000 rpm durante 2
min y se agregaron 10uL de proteinasa K pura, se adicionaron 600uL de solucioén “Nuclei
Lysis” mezclando suavemente por pipeteo hasta que las células se resuspendieron y se
incubd a 80°C durante 5 min para lisar las células; posteriormente se enfrié a temperatura
ambiente. Se adicionaron 3ul. de RNAsa al lisado celular, mezclando invirtiendo el
microtubo 2-5 veces. Las muestras se incubaron a 37°C durante 60 min, dicho
procedimiento se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Preparacion de la muestra para la extraccion de ADN.

Purificacion de ADN

Al concluir la lisis celular y la inactivacion de nucleasas, se retiran los restos celulares,
proceso conocido como purificacion (Salazar, M., et al., 2013). Se anadieron 200uL de
solucién de precipitacion de proteinas al lisado celular tratado con RNAsa, mezclando con
el vortex a alta velocidad durante 20 segundos. Las muestras se incubaron en hielo durante
5 min, posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 min, se transfirio el
sobrenadante que contenia el ADN a un tubo eppendorf de 1.5mL de capacidad limpio
como se muestra en la figura 14.

— = — ;——@—-\

' (( Vortex 20 5. Incubar en Centrifugar a Transferir el

hielo 5' 5000 rpm. 3' sobrenadante que
contiene el ADN a un

b dorf.
Adicionar 200uL de tubo eppendor

solucion de precipitacion

de proteinas

Figura 14. Purificacion del ADN.
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Precipitacion de ADN

El ADN disuelto en la solucion acuosa se precipita afiadiendo alcohol absoluto (isopropanol
0 etilico), ya que los &cidos nucleicos son insolubles en soluciones alcohdlicas (Salazar, M.,
et al., 2013). El tubo al que fue trasferido el ADN contenia 600uL de isopropanol, se
mezcld suavemente por inversion hasta que las hebras de hilo de ADN formaran una masa
visible, se centrifugd a 7000 rpm durante 5 min, se elimind cuidadosamente el sobrenadante
y se escurrié el tubo sobre papel absorbente limpio a temperatura ambiente como se
muestras en la figura 15.

"-
Afiadir 600uL de Centrifugar a 7000 Decantar Dejar secar el tubo
isopropanol, mezclar rpm. 5'. cuidadosamente. a temperatura
suavemente por ambiente.

Inversion.
Figura 15. Precipitacion de ADN.
Lavado de ADN

El boton de ADN obtenido en la precipitacion se lavo con 600uL etanol al 70%, se invirtid
el tubo suavemente varias veces para lavar el sedimento de ADN. EI contenido de alcohol
de esta solucion (70%) mantiene al ADN precipitado, y el H,O (30%) permite la disolucion
de las sales presentes. Se centrifug6 a 14000 rpm durante 3 min, se aspird cuidadosamente
el etanol, Después de los lavados, se seco el botdn, lo que permitio la evaporacion del
alcohol (Salazar, M., et al., 2013). Se dreno el tubo sobre papel absorbente limpio y se dejo
secar al aire durante 10 a 15 min, como se muestras en la figura 16.

1__._____.___________' *" —
— @ — —_—
/ Secar sobre un papel
bsorb
Centrifugar a 1400 ' / cons s a‘
23 temperatura ambiente
rpm, 3" ol
Anadir 600uL etanol de 10-15".
al 70%. Retirar el etanol
cuidadosamente.

Figura 16. Lavado del ADN.
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Disoluciéndel ADN

Inmediatamente después de la evaporacion del alcohol, el boton de ADN se disolvio en
soluciones que aseguren su preservacion (Salazar, M., et al., 2013). Se anadieron 100uL de
solucion de rehidratacion del kit, al tubo y se incub6 durante una noche a 4°C, se puede
almacenar el ADN a una temperatura entre 2 y 8°C ¢ en congelacién por periodos largos.
Por ultimo se realizé la electroforesis utilizando agarosa al 1.5%, como se muestra en la
figura 17.

Incubar durante una
Adicionar 100uL dela noche a 4°C.
solucion de rehidratacion.

Realizar
electroforesis.

Figura 17.Disolucion del ADN.

Electroforesis

El principio de la electroforesis consiste en la migracion proporcional de las moléculas a
través de un gel u otro tipo de matriz porosa, segun su peso molecular o tamafio;
movimiento generado por un campo eléctrico (Salazar, et al., 2013). Debido a que la
mayoria de las moléculas poseen una carga eléctrica cuya magnitud depende del pH del
medio en el que se encuentran; como consecuencia, pueden desplazarse cuando se ven
sometidas a un campo eléctrico hacia el polo de carga opuesta al de la molécula. EI| ADN
posee carga negativa, debido a su esqueleto de grupos fosfato. Por lo tanto, en una
electroforesis, migrara hacia el polo positivo; es decir, al anodo.

Se realizo la técnica de electroforesis con un gel de agarosa al 1% para visualizar la
integridad del ADN obtenido de las Listerias aisladas y agarosa al 1.5 % para visualizar los
productos de PCR.

Preparacion del gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del DNA.

1. El gel de agarosa se preparé al 1% disuelto en el buffer Tris-borato, EDTA (TBE)
1X, calentando la disolucién en un horno de microondas hasta la hidratacion del gel,
se dejo a temperatura ambiente y se afiadieron 4uL de Bromuro de Etidio (BRET),
se mezcld cuidadosamente ya que es altamente toxico.

i
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2. Se cerraron las puertas laterales del soporte del gel para verter la mezcla en el
soporte cuidando que no se formen burbujas y se colocaron los peines y se dejo
gelificar la solucion.

3. Se retiraron los peines y se adicionaron 300mL de TBE al 1X a la cdmara hasta
quedar cubierto.

Carga y corrida del gel.

4. Se coloco en un trozo de parafilm 2uL de colorante blue/orange y 5uL de las
muestras del amplificado obtenido por PCR, se colocaron en un pozo, y asi se
continuo con las demas muestras. Al inicio en el primer pozo se coloco 1uL de
marcador de peso molecular de 1000 pares de bases y 2uL de colorante blue/orange
se mezclaron con la micropipeta y se vertieron cuidadosamente.

5. Una vez cerrada la camara de electroforesis se activd el campo eléctrico
proporcionado por la fuente de poder, a 70 V, cuando las muestras ya han salido de
los pozos, se aumentd el voltaje a 90 V.

6. La corrida dura hasta que el colorante se visualice cerca del extremo opuesto.

Visualizacion de fragmentos.

7. Al final de la corrida del gel, se colocd dentro del trasluminador y se observé con
luz UV.

8. Se capturd la imagen del gel con el analizador de imagenes KODAK 1D, para
posteriormente analizarla. El procedimiento se observa en la figura 18.
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'L‘ @ E— calgra.nte
ue/orange
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—» Marcador .
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@ — Gel Fuente de
Distribucion de | poder Gel de electroforesis
stribucion de los
s observado con luz
Preparacion del gel de componentes de la o
agarosa al 1.5%. electroforesis. ’

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa.
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2.3.8. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Confirmacion de la especie Listeria monocytogenes.

Se realizd la PCR punto final utilizando el kit para PCR Master Mix 2X Promega®, para la
identificacién de L. monocytogenes mediante la deteccion del gen iap, obteniendo un
amplificado de 175 pb, por medio de los cebadores LIM2 y LIMRE cuyas secuencias
correspondientes se muestran en la tabla 7. Posteriormente se visualizaron los productos en
un gel de electroforesis usando 1.5% de agarosa con bromuro de etidio (Hein et al., 2001).

Tabla 7.Cebadores especificos para la deteccion del gen iap que codifica la proteina p60 comun en
todas Listeria monocytogenes.

Cebadores Secuencias de los cebadores (5" —3") Producto de PCR
esperado (pb)
Frontal | LIM2 CTAAAGCGGGAATCTCCCTT
175
Reverso | LIMRE CCATTGTCTTGC GCG TTA AT

@ Se utilizé el kit de PCR Master Mix, 2X (Promega®), el cual contenia: 50
unidades/mL de Taq ADN polimerasa resuspendida en un buffer de reaccién con
pH 8.5, 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP, 3mN MgCl,
(Promega Corporation., 2017). Se conservaron a -4°C, y fueron descongelados al
momento de emplearlos.

@ Se adicionaron en un microtubo las cantidades mostradas en la tabla 8.

Tabla 8.Cantidad de los componentes utilizados en la PCR.

Gen iap
Componente Cantidad

Kit master mix 12.5uL

Cebador LIM2 2.5uL

Cebador LIMRE 2.5uL

Agua libre de nucleasas 3.5uL

ADN 4ul

Volumen total de reaccion 25uL
&% >
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@ Para el control positivo y negativo se adicionaron las mismas cantidades tanto del
master mix, cebadores, H,O y por ultimo el ADN control de Listeria
monocytogenes, para el control negativo en lugar de ADN se adicionaron 4.0uL de
H.O libre de nucleasas respectivamente (Promega Corporation., 2017).

@ Se centrifugaron los microtubos por 5 segundos para asegurar que el liquido no se
quedara en las paredes.

Reaccion de PCR

@ En el termociclador se colocaron los microtubos que contenian la mezcla de control
positivo, el control negativo y el ADN problema de cada muestra.

@ Se inicio con el programa correspondiente para la amplificacion del gen iap, las
condiciones el programa de PCR se muestran en la tabla 9, asi como en la figura
19(Hein et al, 2001).

Tabla 9.Condiciones del programa de PCR, deteccion del gen iap.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desna'tu_re.lllzacmn 94°C 10 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 0.5 minutos
Hibridacion 53°C 0.5 minutos 35
Elongacion 72°C 0.5 minutos
Extension final 72°C 5 minutos 1
S H>
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# Desnaturalizacion | . 1 | 1
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inicial ) : ' '

' 1 .. ! '
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e 94°C ' ! ' final '
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m 10 min ! | ' '
P | ! 72°C ' 72°C 1
) L 1
e 1 1 I
! i 0.5 min ! 5 min :
r 1 'I 1 1
a i ' : :
l \ 1 !
t ! i : i
u 1 : 1 1
i ! i |
r '
: AN J : ;
. | Y : i
I . I I
] . I - 1
1 ciclo : 30 ciclos ! : 1 ciclo :
1
-— > | - > — | — | - >
| | 1 o
Desnaturalizacion Tiempo

Extension final Después de 30 ciclos,
Ftapa que se repite ciclicamente almacenamiento

Figura 19. Programa de PCR para la deteccidn del gen iap y con este la identificacion de Listeria
monocytogenes.

Se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a los amplificados obtenidos
paradetectar la presencia del gen iap de 175 pb (Liu et al., 2003), observando el gel en un
transiluminador de luz UV.

2.3.9. Determinacién de la virulencia de Listeria monocytogenes por PCR.

Los genes internos de L. monocytogenes (inlC e inlJ) tienen una amplificacion de 517 y 238
pb respectivamente, se evaluaron con la técnica de PCR punto final, las secuencias de los
cebadores se muestran en la tabla 10. Empleando el ADN purificado de las cepas aisladas y
la cepa control positiva. Posteriormente se visualizaron los productos en un gel de
electroforesis usando agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (Liu et al., 2003).

Tabla 10. Cebadores especificos para los genes internos de Listeria monocytogenes (inlC e inlJ).

Gen Secu_efma_s’de Secuencias de los cebadores (5" —3") Producto de PCR
codificacion esperado (pb)

F: AATTCCCACAGGACACAACC
inlC | 107200-108090 517
R: CGGGAATGCAATTTTTCACTA

F: TGTAACCCCGCTTACACAGTT
inlJ 188153-190708 238
R: AGCGGCTTGGCAGTCTAATA
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Para llevar a cabo la PCR se prepararon las muestras de acuerdo al Kit para PCR Master
Mix Promega®, con los cebadores frontal y reverso correspondientes. A continuacion se
describe el procedimiento, y en la tabla 11, se muestran los componentes utilizados para

llevar a cabo la reaccion.

Tabla 11.Componentes y cantidad para llevar a cabo la PCR.

reaccion

reaccion

inlC inlJ
Componente Cantidad Componente Cantidad
Kit master mix 12.5uL Kit master mix 12.5uL
Primer F 1.6uL Primer F 1.5uL
Primer R 1.6pL Primer R 1.5uL
Agua libre de 6.3uL Agua libre de 6.50L
nucleasas nucleasas
ADN 3.0uL ADN 3.0uL
Volumen total de 25L Volumen total de 2501

@ Se adicionaron 12.5uL de los componentes del kit master mix de PCR, 6.3 y 6.5uL

de agua libre de nucleasas segin corresponda y

la cantidad indicada de los

cebadores Fy R respectivamente, se afiadié a cada tubo 3uL de ADN de la muestra
que le corresponda y centrifugar 5s, ver tabla 11.
@ Se metieron los tubos al termociclador y se programaron las condiciones y ciclos,
segun el programa de la PCR, el cual consiste en un paso inicial de un ciclo de 2
min a 94°C, 30 ciclos de 20s a 94°C para la desnaturalizacion, de 20s a 55°C para la
hibridacion, 50s a 72°C para la elongacion, y 2 min a 72°C para una extension final,
ver tabla 12y figura 20 (Liu et al., 2007).

P2
s

v
Dy

[
LINV=5N>
Péagina | 50




Tabla 12. Condiciones del programa de PCR, deteccién de los genes inlIC e inlJ.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaitrl:ircailglz acion 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizacién 94°C 20 segundos

Hibridacion 55°C 20 segundos 35
Elongacion 72°C 50 segundos
Extension final 72°C 2 minutos 1

# Desnaturalizacién | ; I . .
L 1 Desnaturalizacidén ! 1 i
inicial . : h .
1 " , 1 1
I i 1 I
T : ! Elongacion : Extensidn |'
94°C 1 a4°C : ! final '
e ' Hibridacién 1 : '
m 2 min 1 20s I ' '
P : Tm : 72°C : 72°C :
1 ] 1
e ! : 50s : 2 min ,
r | . 1 ]
1 1 ) 1
a 1 ' ] 1
i ! ' i
. : 208 | : :
u 1 : 1 1
r 1 : 1
i RN ) : :

l Y ! i ! a°c
I 1 I
] . ! 1 1
1 ciclo ! 30ciclos i , 1 ciclo \
I ! 1 I

DE— > > < >
. .. Tiempo
Desnaturalizacién

. . Extension final Después de 30 ciclos,
Etapa que se repite ciclicamente almacenamiento

Figura 20.Programa de PCR para la deteccion de los genes inlC e inlJ para evidenciar la virulencia
potencial de Listeria monocytogenes.

@ Por ultimo se realizé la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, ya que los
cebadores de oligonucle6tidos se disefiaron para los genes internos de L.
monocytogenes (InIC e InlJ), con un amplificado esperado de 517 y 238 pb
respectivamente.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento de Listeria

El aislamiento se llevd a cabo de acuerdo a la metodologia propuestadesde el pre-
enriquecimiento en agua peptonada, continuando en caldo Demi-Fraser asi como en caldo
Fraser. Se sembr0 por estria el segundo enriquecimiento en agar Oxford con cada uno de
los 60 grupos como se muestra en la figura 21.

Figura 21.Aislamiento de Listeria spp de muestras de leche de cabra.

Los medios Demi-Fraser asi como el agar Oxfordcon presuntas Listerias se oscurecieron
debido a la utilizacion de la esculina y las sales férricas, mientras que las muestras
negativas mantuvieron el tono amarillento del medio (Yousef & Carlstrom, 2006). Después
de 24h y a las 48h, los medios Oxford quepresentaron colonias pequefias, grisaceas,
redondas y con halo oscuro caracteristicas de Listeria fueron purificados, resembrando las
colonias sospechosas en agar BHI como se muestra en la figura 22 este procedimiento se
repitid hasta que las colonias se encontraron puras.

Figura 22.Purificacion en agar BHI de las posibles Listerias.

De los 60 grupos de leche de cabra, analizados se aislaron y purificaron 214 cepas
sospechosas de Listeria, las cuales se identificaron posteriormente mediante pruebas
bioquimicas.
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3.1.2. Identificacion del género Listeria spp. por pruebas bioquimicas tradicionales

Las muestras sospechosas de Listeria fueron analizadas mediante pruebas biogquimicas
tradicionales tales como la Tincion de Gram, Confirmacién del Gram, Catalasa, Oxidasa,
Ureasa, Oxidacion-Fermentacion (O/F), Rojo de Metilo (MR) y VVoges Proskauer (VP), en
lafigura 23 se muestran algunas iméagenes de estas pruebas.

Figura 23. Pruebas bioquimicas para la identificacion de cepas sospechosas de Listerias.

En cuanto a los resultados obtenidos, se muestran en el anexo 2.De las 214 cepas aisladas
provenientes de los 60 grupos de leche de cabra, se obtuvieron 100 cepas a partir de las
pruebas de Tincion y Confirmacion del Gram, Catalasa y Oxidasa, lo que representa el
47.72% de las cepas aisladas, las cuales de los 60 grupos analizados, pertenecen a 26
grupos sospechosos de Listeria, por lo que se realizaron las pruebas de Rojo de Metilo
(MR), Voges Proskauer (VVP) y Oxidacion-Fermentacion (O/F), de las cuales se obtuvieron
32 cepas que representan el 14.95% de las cepas analizadas, provenientes de 18 grupos.Por
tal motivo se realizaron las pruebas de fermentacion de hidratos de carbono como salicina,
ramnosa, lactosa, manitol y xilosa para la identificacion de las especies de Listeria, para
cada una de las cepas sospechosas como se muestra en la figura 24.
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Figura 24.Prueba de fermentacién de hidratos de carbono (salicina, ramnosa, lactosa, manitol y
xilosa), tubo izquierdo sin reaccion, tubo izquierdo reaccion positiva.

Las pruebas convencionales para la identificacion de Listeria son la tincion de Gram,
reaccion de Catalasa (+), Oxidasa (-), pruebas bioquimicas como la fermentacion de
hidratos de carbono, son capaces de identificar el genero pero presentan dificultad para
diferenciarla de L. innocua (Benadof, 2008). Por lo que después de comparar las reacciones
se decidi6 sembrar una muestra de los 18 grupos sospechosos que cumplieron con las
pruebas bioquimicas realizadas en este trabajo, en un medio cromogénico para la
identificacion de Listeria monocytogenes

3.1.3. Identificacién de las especies de Listeria mediante un medio cromogénico.

Se realiz6 la identificacion de Listeria monocytogenes para cada una de las cepas
sospechosas pertenecientes a los 18 grupos analizados, mediante un medio cromogénico
CHROMagar™ Listeria, por medio de las caracteristicas Unicas que permiten identificar
las colonias sembradas en el medio como se muestra en la figura 25.

Aspecto tipico de las colonas

- Malva rodeadas ; E Malwva sin halo : 5 Incoloras
' de un halo blanco | i rodeadas de un
' 8. g

halo blanco

Figura 25.Aspecto tipico de las colonias de Listeria monocytogenes, L. innocua y L. ivanovii.

Se revisaron las cajas de medio cromogeénico, y se observaron las caracteristicas de cada
una de las colonias sembradas como se muestra en la figura 25, las cajas con el medio
cromogénico fueron divididas en 18 apartados en total, en el espacio nimero dos se sembro
un control positivo de L. monocytogenes 4524 dicha colonia presentd una coloracién rosa
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malva rodeada de un halo blanco confirmando que se trataba de la especie de L.
monocytogenes, por el contrario, dado que las deméas cepas sembradas presentaron una
coloracion blanca se descartaron como L. monocytogenes.

Uno de los principales objetivos de este trabajo ha sido la identificacion y diferenciacion de
especies del género Listeria de otros muy parecidos como lo es el género Corynebacterium
el cual no se descartd con las pruebas anteriores debido a la similitud que comparte con
Listeria ya que tienen las mismas caracteristicas morfoldgicas (Ray, 2004). Es un
microorganismo Gram (+) en forma de bacilos, en la prueba de catalasa da resultado
positivo y negativo en la prueba de oxidasa (Koneman & Allen, 2008) al igual que L.
monocytogenes.

Debido a la serie de pruebas bioquimicas realizadas y la identificacion mediante un medio
cromogénico en los que fueron sembradas cepas sospechosas de L. monocytogenes y al no
resultar positivas, se atribuyd a que habia la posible presencia del género Corynebacterium,
del cual algunas especies son miembros de la microflora normal de la piel y las mucosas del
ser humano y, como tales, a menudo son contaminantes (Brook, et al., 2002). Existe la
posibilidadde que pertenezcan a diferentes especies como C. aquiaticum, C. matruchotii las
cuales podrian provenir de animales o el medio ambiente.

En los ultimos afios, se han descrito varias especies de Corynebacterium nuevas halladas en
animales. Algunas fueron descritas por primera vez como causas de mastitis. Varias
especies de Corynebacterium nuevas y descritas recientemente se encuentran en distintos
productos alimenticios y en el medio ambiente, pero no han sido aisladas en muestras
clinicas humanas. C. flavescens ha sido aislado en el queso y otros productos lacteos
(Koneman & Allen, 2008). Al ser ubicua, puede contaminar a las cabras, lo que conlleva a
graves enfermedades como la mastitis, puede propagarse entre las cabras productoras de
leche y ya que muchas veces esta leche no lleva un proceso de pasteurizacion, los productos
lacteos generados con esta leche son una fuente de riesgo para los consumidores algunas
han sido descritas como agentes causantes de infecciones graves a nivel del tracto urinario,
neumonia, endocarditis, septicemia, difteria, etc., afectando principalmente a pacientes
inmunocomprometidos y de edad avanzada (Belmares, J., et al., 2007).

No conseguimos identificar estos aislamientos a nivel de especie porque aunque las pruebas
fenotipicas aplicadas son similares a las del género Corynebacteium, no fueron especificas
de las diferentes especies dentro del género, por tal motivo las cepas encontradas se
manejaron como sospechosas. Debido a que no estaba contemplado dentro del alcance de
este trabajo, se recomienda darles seguimiento en posteriores investigaciones.
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Figura 26. Resultados en CHROMagar™ Listeria.

Para continuar con la investigacion de L. monocytogenes presente en leche de cabra, el
laboratorio de Bacteriologia de la Unidad de Posgrado, FES-Cuautitlan, UNAM, analiz6 61
muestras de leche de cabra diferentes de granjas de la misma regién del estado de
Chiapas de donde provenian las muestras analizadas en este trabajo, de las cuales se
aislaron 15 cepas que fueron identificadas s6lo por pruebas bioguimicas por lo tanto se
procedié a continuar con su caracterizacion, por lo que se sembraron en el medio
cromogeénico, los resultados se muestran en la figura 27.

Figura 27. ldentificacion de Listeria monocytogenes en medios de CHROMagar™ Listeria.

G
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En esta prueba se observd la presencia de la especie Listeria monocytogenes mediante una
coloracion malva, y se efectud la reaccion del sustrato L-a-fosfatidil-inositol por el factor
fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI-PLC) y C-fosfatidilcolina fosfolipasa (PC-PLC)
producido por L. monocytogenes dando como resultado la formacién de una zona de
precipitado blanco (halo) alrededor de la colonia, en combinacion con el sustrato
cromogenico 5-bromo-4-cloro-3-indoxi-f-D-glucopiranésido para la deteccion de B-D-
glucosidasa producida por Listeria (Reissbrodt, 2004).

Por lo que se identifico la especie de L. monocytogenes en las 15 cepas analizadas
confirmadas mediante un medio cromogénico especifico de la especie. La experimentacion
contindo con la identificacion molecular de las cepas asi como la deteccion de la virulencia
potencial de estas.

3.2. Extraccion de ADN de cepas de L. monocytogenes

Se extrajo el ADN de las 15 cepas analizadas, se utilizo el kit de purificacion Wizard®
Genomic DNA. Se evalué la integridad del ADN extraido mediante electroforesis tanto de
las cepas control como el de las cepas de estudio como se muestra en la figura 28.

Figura 28.Electroforesis para verificar la integridad del ADN, gel de agarosa al 1%, 4uL BRET,
5uL ADN, 2uL colorante, control positivo (L. monocytogenes 4524) muestras 1-5.
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Al analizar el gel de electroforesis, se comprueba la correcta extraccion de ADN de las
cepas analizadas, al haber utilizado el kit comercial Wizard® Genomic DNA, se observa
una banda integra, lo que indica que el ADN no se encuentra degradado y que presenta el
tamafio reportado ya que todas las bandas se encuentran por encima de 10 Kbp, segin la
bibliografia (Madigan et al., 2004). Para realizar dicha cuantificacion de ADN obtenido, se
comparo la intensidad de la banda obtenida con la de los patrones de concentracion
conocida (Fonseca et al., 2010), como se muestra en la figura 29.

Figura 29. Marcador de peso molecular (Promega) de 10 kbp en un gel de agarosa al 1 %.

Es importante tener una concentracion adecuada para lograr la amplificacion de ADN, ya
gue con una baja concentracion de ADN es probable que no se visualice una banda clara en
el gel de agarosa y por el contrario con una alta concentracion de ADN la Taq polimerasa
probablemente no podré actuar sobre las cadenas desnaturalizadas de ADN.

En cuanto a la banda del carril nimero uno, la cual corresponde al control positivo de L.
monocytogenes 4524, muestra una banda mas fuerte, la intensidad del barrido desde la
banda del ADN hacia la porcion inferior del gel determinod el grado de degradacion del
ADN durante el aislamiento (Fonseca et al., 2010), pero también puede atribuirse a que
posiblemente la muestra paso por varias congelaciones y descongelaciones durante la
experimentacion o debido al tiempo que llevaba almacenado de 1 a 2 meses.

Los métodos gque se han utilizado en la extraccion de ADN de L. monocytogenes han sido
tanto por kits comerciales como convencionales un ejemplo es la extraccion de ADN
mediante la técnica de Fenol-Cloroformo; los kits comerciales tienen la ventaja de ser
rapidos, aunque su costo es elevado, mientras que los convencionales son de bajo costo,
pero de ejecucion larga, con riesgo de contaminacién, lo que disminuye su utilidad en
técnicas sensibles como lo es la PCR, por tal motivo en este estudio se opto por utilizar un
kit de extraccion de ADN.

La extraccion de ADN por medio del kit de purificacion Wizard® Genomic DNA de
acuerdo a un estudio realizado por Queipo, M., et al.,(2008) en el que era comparado con
otros seis kits comerciales comprobaron que el kit arroja concentraciones altas de ADN,
una de las ventajas del uso de este kit reside en el mayor rendimiento obtenido que
puededeberse a la digestion con proteinasa K, que aumenta la cantidad de lisis celular y
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ADN disponible para la recuperacion, mejorando la eficiencia si es utilizado en una técnica

sensible como la PCR (Queipo et al., 2008).

Después de verificar mediante electroforesis que se habia logrado la extraccion de ADN de
las 15 cepas analizadas en este trabajo, fueron utilizadas para llevar a cabo la amplificacion

del gen iap y posteriormente, la amplificacion de los genes inlC e inlJ mediante PCR.

3.3. Confirmacion de L. monocytogenes por PCR
3.3.1. Deteccidn del gen iap.

@ Una vez confirmada la integridad del ADN extraido, se realiz6 la técnica de PCR,
para la deteccion del gen iap con un amplificado de 175 pb, en cada una de las 15

cepas presuntivas de Listeria monocytogenes.

@ La proteina p60 es una proteina extracelular de 60 KDa con actividad hidrolasa de
la mureina, involucrada en la formacion del septum durante la divisién celular y

responsable de la invasidn listerial en fagocitos no profesionales. El gen iap codifica

la proteina asociada a la invasion p60 que es comun en todas las especies de
Listeria. Una comparacién anterior de secuencias de ADN indicé que es conservado
y que ciertas porciones del gen son especificas para cada especie; por lo tanto,
basandose en esto, una combinacion de cebadores permite la deteccion especifica y

la diferenciacién de especies de Listeria. Asi, la técnica de PCR puede ser til para
la identificacién y diferenciacion de especies de Listeria aisladas de diferentes

fuentes (Mercado et al., 2014).

@ Debido a que el gen iap esta presente en cada especie de Listeria, aunque con

secuencias de nucle6tidos que son conservadas y especificadas de cada especie, fue

posible identificar a la especie L. monocytogenes al obtener un amplificado de 175

pb mediante la técnica de PCR.

@ Al finalizar la PCR se realizo la electroforesis cuyos resultados se muestran en la

figura 30.
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Figura 30.Productos de PCR empleando los cebadores LIM2 y LIMRE para la deteccion
del gen iap con un amplificado de 175 pb, gel de electroforesis de agarosa al 1.5%,
marcador de peso molecular de 1000 pb, control positivo de L. monocytogenes EDCP60,
control negativo y las 15 cepas sospechosas de L. monocytogenes
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La identificacion de la de la especie de Listeria monocytogenes por amplificacién gen iap
nos garantizo la confiabilidad de los resultados obtenidos al no amplificar la muestra del
control negativo, lo que indica que no existio contaminacion, la escalera de peso molecular
que se utiliz6 fue de 1000 pb y se desplegd correctamente, en cuanto al amplificado
esperado era de 175 pb, por lo que los cebadores seleccionados para la identificacion de L.
monocytogenes fueron especificos para la especie, lo cual evidencia la presencia
significativa de este patdogeno en las 15 cepas analizadas procedentes de granjas
productoras de leche de cabra en el estado de Chiapas, pudiendo llegar a ser un foco de
contaminacion para el consumidor en caso de no ser pasteurizada o de no mejorar las
condiciones de produccion en la granja, corriendo el riesgo de contraer Listeriosis, debido a
que la leche cruda es un medio propicio para el crecimiento de microorganismos, la
frecuencia de brotes asociados al consumo de leche cruda o sus derivados ha puesto de
manifiesto la importancia de evaluar las condiciones de ordefio, transporte y procesamiento
de la leche. También se han reportado casos de Listeriosis relacionados con el consumo de
productos lacteos, entre los cuales se encuentran quesos especialmente los denominados
frescos (Albarracin et al, 2008).

Por otra parte L. monocytogenes es reconocida como un microorganismo zoon6tico siendo
sus principales reservorios los mamiferos y rumiantes. Las cabras pueden ser portadoras
asintomaticas y excretan el microorganismo durante el proceso de mastitis, por lo que el
microorganismo se disemina en la leche de cabra. Existen factores predisponentes para
padecer Listeriosis como son: el cambio de clima, cambio en el régimen alimenticio, el
estrés, asi como una pobre nutricion, en etapas avanzadas de gestacion, la mala calidad del
ensilado (Martinez, 2015)

Teniendo en cuanta lo anterior, hay diversos puntos que deben vigilarse para evitar la
presencia de L. monocytogenes, causante de una enfermedad que hoy en dia ocupa el
segundo lugar después de la Salmonelosis, como causa mas frecuente las enfermedades que
son transmitidas por alimentos (Mercado et al., 2014). Lo cual sugiere que en las granjas de
donde se aislaron estos cultivos no cuentan con adecuadas practicas de limpieza y
prevencion en la granja para este patégeno, esto comienza desde el personal que trabaja en
la granja, dentro de las recomendaciones para los productores se encuentra el uso de
equipos para el ordefio, asi como evitar la contaminacion cruzada, es decir, evitar que el
personal que se encarga del ordefio de las cabras, entre dentro del area del proceso donde
ese elaboran productos como queso y demas derivados lacteos.

La alimentacion de las cabras también juega un papel importante, debido a que el consumo
de ensilado en mal estado, que es destinado para el consumo de las cabras puede
encontrarse contaminado, y de esta manera contagiar a los animales, esto debido a que L.
monocytogenes es un organismo transeunte, y en el caso de las granjas lo podemos
encontrar en las heces, agua y ensilados de los animales.
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3.4. Virulencia potencial de L. monocytogenes

3.4.1. Deteccidn de los genes inIC e inlJ por PCR

$

@ En mdltiples estudios se han identificado diferentes genes que son especificos de L.

monocytogenes como hly, actA, inlA, inlB, etc., y algunos otros que son utilizados
para identificar a los serotipos que se han detectado como patdgenos entre ellos inlJ,
inIC, flaA, etc., una investigacion realizada en 2007 por Liu et al., en donde
lograron la identificacion de L. monocytogenes en diferentes muestras tanto
ambientales, como en sangre y alimentos mediante la técnica de PCR Mudltiple
amplificando los genes inlA, inIB, para la identificacion del género y especie y los
genes inlC e inlJ para la determinacion de la virulencia de las cepas de
L.monocytogenes halladas.

Es sabido que entre el grupo de genes especificos de virulencia se ha identificado al
gen interno inlJ implicado directamente en el paso de L. monocytogenes a través de
la barrera intestinal, asi como su aparicion en las etapas subsiguientes de infeccién y
virulencia saber esto, dio mayor validez del uso de este gen para la deteccion de la
virulencia, sin embargo se sabe que su presencia 0 ausencia proporciona un
indicador valiosos para la virulencia potencial o avirulencia de cepas de L.
monocytogenes algunos estudios indican que existen algunas cepas que no
contienen el gen inlJ y sin embargo tienen la capacidad de causar mortalidad. Por lo
que se decidio evaluar un gen adicional a la virulencia como el gen inlC que es un
marcador de virulencia al contribuir a los estados post-intestinales de la infeccion
por L. monocytogenes, por lo que en base a esto, en este trabajo se decidié analizar
los genes inlC e inlJa partir de las colonias aisladas de leche de cabra mediante
métodos tradicionales se realizo la identificacion de los genes anteriores, teniendo
como principal proposito detectar su presencia mediante la técnica de PCR punto
final y asi evidenciar la virulencia potencial de las muestras provenientes de granjas
productoras del Estado de Chiapas.

Se detectaron mediantela técnica de PCR los genes inlC e inlJ, con fragmentos de
517 pb y 238 pb respectivamente, los cuales han sido empleados previamente para
la diferenciacion de cepas virulentas de cepas avirulentas (Liu et al., 2007).

Los fragmentos de ADN se visualizaron mediante la técnica de electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% como se muestra en las figuras 31 y 32 respectivamente.
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Figura 31. Productos de PCR para la deteccion del gen inlC con un amplificado de 517 pb, gel de
electroforesis de agarosa al 1.5% marcador de peso molecular de 1000 pb, control negativo y
positivo de L. monocytogenes ATCC 43249, y 15 cepas sospechosas de L. monocytogenes.
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Figura 32.Productos de PCR para la deteccion del gen inlJ con un amplificado de 238 pb, gel de
electroforesis de agarosa al 1.5% marcador de peso molecular de 1000 pb, control negativo y
positivo de L. monocytogenes ATCC 43249, y 15 cepas sospechosas de L. monocytogenes.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se encontré que las 15 cepas estudiadas fueron
potencialmente virulentas al ser encontrados fragmentos de 517 pb y 238 pb como se
muestra en las figuras 31 y 32, correspondientes a los genes inlC (proteina secretada
relacionada con la diseminacion celular en el higado) e inlJ (involucrada en la adhesion
celular) (Vera et al., 2013), comprobando que los resultados son confiables al no amplificar
la muestra empleada como control negativo, y contrastando las muestras, con un control
positivo correspondiente a L. monocytogenes ATCC 43249.

Se demostrd la presencia de L. monocytogenes en leches crudas de cabra, que no son
sometidas a procesos de pasteurizacion y donde un porcentaje de la leche es consumida de
manera directa. Teniendo en cuenta que el consumo de leche de cabra se ha incrementado
en los ultimos afios debido a sus propiedades nutricionales, siendo los infantes y las
personas mayores quienes mas consumen estas leches (Albarracin, et al., 2008), se genera
un riesgo importante para los consumidores debido a que los sintomas de Listeriosis no son
especificos y pueden confundirse con otras enfermedades infecciosas, por lo que se
requiere optimizar los métodos de identificacion de Listeria, buscando que estos sean mas
rapidos y especificos para asi poder asegurar la inocuidad de los alimentos.

Con respecto a este creciente interés se ha implementado la técnica de PCR la cual es
ampliamente utilizada debido a su protocolo rapido y de facil adaptacion. Por lo general de
2 a 3 h son necesarias para completar una PCR punto final aunque existen algunas
limitaciones, muchas de ellas visualizadas durante el periodo de experimentacion de este
trabajo, es sabido que preexiste una dificultad para distinguir entre células vivas y muertas
por lo que se pueden generar falsos positivos y este hecho puede dar lugar a la obtencién de
resultados erroneos debido a que se identifica su presencia pero no si aun esta activa
(Gilbelloet al., 2001).

Hoy en dia se estan desarrollando sistemas de PCR mas avanzados para obtener un
resultado en cuestion de minutos, variaciones como la PCR en tiempo real, han sumado
ventajas adicionales a esta técnica, entre las que se destaca una mayor velocidad en la
obtencién de resultados, por otra parte otra variacion que también podria ser implementada
es la PCR Multiple que sirve para la identificacion de varios patdgenos en una misma
reaccién o para la identificacién de especies y serotipos patdgenos de Listeria. Sin
embargo, los equipos y reactivos resultan ser mas costosos que aquellos empleados en los
métodos tradicionales de cultivo, esta desventaja es caracteristica en la mayoria de las
técnicas moleculares descritas (Palomino & Gonzalez, 2014).

Debe observarse que aunque la presencia de los genes inlC e inlJ en una cepa de L.
monocytogenes implica su virulencia potencial, no indica con certeza que las cepas que
albergan estos genes puedan producir una enfermedad en los seres humanos a traves de la
ingestion oral convencional, ya que se han encontrado serotipos que son potencialmente
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virulentos para el humano pero que pueden encontrar dificultad para atravesar la barrera
intestinal durante la infeccion (Liu et al., 2007).

Cabe mencionar que diversos reportes han descrito cepas de L. monocytogenes con
patogenicidad baja o nula, pero poco es conocido acerca de que determina esta condicion
en la virulencia. Por lo que ya que no solo es suficiente identificar las cepas como L.
monocytogenes debido a que no todas son patdgenas algunos estudios sugieren que la
virulencia varia de una cepa a otra, lo cual probablemente es causado por mutaciones
puntuales atenuantes en uno 0 mas genes importantes en la virulencia del patégeno.

Por otra parte, con base en los resultados obtenidos en este estudio indicaron que la
aplicacion de la PCR punto final para la identificacion de los genes iap, inlC e inlJ,
permitio la confirmacion simultanea de la identidad y la virulencia de L. monocytogenes se
recomienda deteccion de estos genes en futuras investigaciones debido a que son una
herramienta util y son especificos de la especie.

El porcentaje hallado de este microorganismo en leche de cabra proveniente de granjas no
deja de ser un riesgo para la salud, de la misma manera que en el mercado del sector de
alimentos en donde existe un riesgo potencial para la salud de la poblacion consumidora
(Espinoza et al., 2004), debido a que la existencia de una sola bacteria en condiciones
favorables por su naturaleza ubicua, su resistencia y su capacidad de crecer a temperaturas
de refrigeracion asi como en condiciones de anaerobiosis la hacen de dificil control (Touré
et al., 2003).

La leche y los productos lacteos han sido relacionados con diversos brotes de listeriosis, en
México, la informacion sobre la listeriosis es escasa y los pocos estudios realizados
sugieren que representa un riesgo potencial para la ocurrencia de brotes. Ante estos hechos,
es necesario implementar programas preventivos, que permitan garantizar la inocuidad
alimentaria y hacer obligatorio el reporte de brotes o casos de listeriosis (Castafieda et al.,
2014). Representa un problema de interés publico, por lo que existe la necesidad de
concientizar tanto a las instancias correspondientes, a la industria alimentaria asi como a los
pequefios productores.
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En este estudio se comprobd la presencia de Listeria monocytogenes en muestras de
leche de cabra provenientes de granjas localizadas en el Estado de Chiapas.

El medio cromogénicoCHROMagar 'Listeria empleado para la identificacion de L.
monocytogenes presentd alta sensibilidad y especificidad en la identificacion de este
microorganismo, siendo una alternativa para su diagnosticoen forma rapida en el
caso de no contar con la técnica de PCR, sin embargo en este trabajo la técnica de
PCR fue de gran utilidad para determinar la virulencia potencial lo cual no se habria
logrado utilizando solo el medio cromogénico.

Las 15 cepas aisladas a partir de leche de cabra fueron confirmadas para L.
monocytogenes mediante pruebas moleculares al lograr la amplificacion del gen iap
mediante la técnica de PCR punto final, el cual fue eficiente para la confirmacién
del género y especie de éste microorganismo.

La deteccion de la virulencia potencial de las cepas analizadas, representa un riesgo
para el personal susceptible en las granjas, asi como parasus animales, por lo tanto
también para los consumidores de sus productos ya sean lacteos o carnicos.

Los cebadores que se emplearon para el desarrollo de este proyecto permitieron la
identificacion del microorganismo y su virulencia potencial de forma clara, nitida y
especifica.

Finalmente durante este estudio se encontrd alta correlacion entre el método de
aislamiento e identificacién por métodos convencionales y el molecular.
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@ Es importante indicar que se conocen mas de 17 serotipos de L. monocytogenes, y

que mas del 95% de las infecciones en humanos y animales se producen por los
serotipos 1/22, 1/2 b y 4b, se ha reportado que este Ultimo causa la mayoria de los
brotes atribuibles a alimentos contaminados, y es el de mayor mortalidad. En
nuestro estudio no estaba contemplada la identificacion de serotipos de este
patdgeno sin embargo para futuras investigaciones se recomienda determinar si las
cepas analizadas pertenecen a los serotipos comunes causantes de Listeriosis en el
hombre y en los animales, para fines epidemioldgicos de la enfermedad.

Conociendo la variacion en la virulencia entre cepas de este patdgeno aisladas de
rumiantes y sus subproductos, es necesario combinar los métodos convencionales
con pruebas moleculares para corroborar el potencial patogénico de los aislamientos
de esta bacteria. Por esta razon en este trabajo se desarrollé una metodologia en la
cual se aplicé la técnica de PCR punto final, que es un método sensible, confiable y
eficaz, sin embargo han surgido numerosas modificaciones derivadas del método
basico inicial, con el propésito de mejorar el rendimiento, la especificidad o
adaptarse a diferentes tipos de muestras, lo que se ve reflejado como una
oportunidad de mejora al emplear técnicas como la PCR mudltiple o la PCR en
tiempo real disminuyendo el tiempo de deteccion lo cual en la industria de
alimentos asi como en las granjas productoras tanto en el Estado de Chiapas como
en cualquier otro Estado, es de suma importancia ya que al disminuir el tiempo de
deteccion de este patdgeno, permite la toma de decisiones y con esto evitar pérdidas
econdémicas que se ven reflejadas en la disminucién de produccion de leche, asi
como el problema de salud que puede generar si es empleada como materia prima.

Debido a que los rumiantes de granja y la leche han sido frecuentemente implicados
en casos de Listeriosis y la importancia de las cabras como fuente de alimento, es
necesario incrementar la investigacion en esta especie animal, por lo que se
recomienda llevar a cabo esta metodologia ya que la técnica de PCR en cualquiera
de sus variantes puede ser Util para la identificacion y diferenciacion entre especies
del género Listeria aisladas de diferentes fuentes, si el objetivo es identificar que
especie es la causante de la enfermedad o donde es la fuente de contaminacién
(agua, ensilados, trabajadores, etc. ) es completamente viable ya que identificando
la causa se pueden emplear los planes de accion que se tomaran con respecto a
mitigar o evitar reincidir en la presencia de L. monocytogenes en las granjas.
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@ Se recomienda la deteccion de los genes empleados en este trabajo para futuras

investigaciones en cuanto a la identificacion del microorganismo y de su virulencia
potencial mediante la PCR.

Es una realidad que en Mexico la informacién sobreL. monocytogenesy la
Listeriosis es escasa y no existe un registro o un adecuado diagndstico acerca de su
incidencia debido a que puede confundirse con otras enfermedades infecciosas, los
pocos estudios realizados sugieren que representa un riesgo potencial para la
ocurrencia de brotes, se recomienda hacer estudios con muestreos periddicos,
implementar sistemas de calidad e inocuidad enfocados a la prevencion de este
patdgeno en las granjas localizadas no solo en el Estado de Chiapas sino en donde
sea necesario, es posible que la investigacion y la evolucion en este campo crezcan
y conduzcan a ensayos de deteccion; rapidos, especificos y sensibles, que se puedan
realizar directamente en muestras de alimentos en un futuro préximo, asi mismo
algunos de los actuales métodos de deteccion molecular pueden ser empleados, en
laboratorios o establecimientos clinicos, en sitios de observacion, tales como la
granja o el campo, en forma de kit todo en uno, representando una gran ventaja para
los pequefios y grandes productores de cualquier alimento.

Para prevenir la aparicion de Listeria monocytogenes a nivel granja se recomienda
implementar un programa de buenas practicas, para garantizar la inocuidad de la
leche que posteriormente se utilice en la produccion de quesos frescos de buena
calidad.
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Anexo 1
En la tabla 13 de enlistan de las muestras de leche de cabra analizadas en este trabajo asi

como la distribucidn realizada para la formacion de grupos.

Tabla 13. Muestras de leche de cabra provenientes del Estado de Chiapas.

Grupo | ldentificacion Muestra Queseria Region Municipio
1 L-14 N3
14 Leche 3 Isis Azucena
14 Leche 3
14 Leche 3
2 22 Rancho 1 Valle Buena
3 38-1 Leche 1
39-2 Leche 2
40-3 Leche 3
41-4 Leche 4 El Mapache
4 425 Leche 5 Frailesca | Villa Corzo
43-6 Leche 6
44-7 Leche 7
5 45-1 Leche 1
46-2 Leche 2
47-3 Leche 3 Pegra/Clarita
48-4 Leche 4
6 49-5 Leche 5
50-6 Leche 6
51-7 Leche 7 Pegra/Clarita
52-8 Leche 8
7 53-1 Leche 1
ST s



54-2 Leche 2
55-3 Leche 3
56-4 Leche 4
8 57-5 Leche 5 Ciénega Villa Corzo
58-6 Leche 6
59-7 Leche 7
9 60-8 Leche 8
61-9 Leche 9
62-10 Leche 10
10 63 Leche 1 Lic. Adriana Ovantes
11 64-1 Leche 1 Frailesca
65-2 Leche 2
66-3 Leche 3 Junior
12 67-4 Leche 4
68-5 Leche 5 La Concordia
69-6 Leche 6
13 70-1 Leche 1
71-2 Leche 2 Zenteno
342 Leche 1
343 Leche 2
14 72-1 Leche 1
73-2 Leche 2
74-3 Leche 3
75-4 Leche 4
15 76-5 Leche 5
77-6 Leche 6 San Francisco
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78-7 Leche 7
16 79-8 Leche 8
80-9 Leche 9
81-10 Leche 10
17 82-1 Leche 1 Costa Pijijiapan
83-2 Leche 2
83-2 Leche 2
83-2 Leche 2
83-2 Leche 2
83-2 Leche 2
84-3 Leche 3
85-4 Leche 4 Juan de Dios
18 86-5 Leche 5
87-6 Leche 6
88-7 Leche 7
19 89-8 Leche 8
90-9 Leche 9
91-10 Leche 10
20 92-1 Leche 1 Alonso Junior
93-2 Leche 2
94-3 Leche 3
95-4 Leche 4
21 96-5 Leche 5 Alonso Junior
97-6 Leche 6
98-7 Leche 7
22 99-8 Leche 8
1%@5“ Pagina | 88



100-9 Leche 9
101-10 Leche 10
23 102-1 Leche 1
103-2 Leche 2
104-3 Leche 3 Costa Pijijiapan
105-4 Leche 4
24 106-5 Leche 5 San Juan
107-6 Leche 6
108-7 Leche 7
25 109-8 Leche 8
110-9 Leche 9
111-10 Leche 10
26 112-1 Leche 1
113-2 Leche 2
114-3 Leche 3
115-4 Leche 4
27 116-5 Leche 5 Alonso Original
117-6 Leche 6
118-7 Leche 7
28 119-8 Leche 8
120-9 Leche 9
121-10 Leche 10
29 122-1 Leche 1
123-2 Leche 2
124-3 Leche 3
125-4 Leche 4
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30 126-5 Leche 5 Buen Villa Frailesca
127-6 Leche 6 Villa Corzo
128-7 Leche 7
31 129-8 Leche 8
130-9 Leche 9
131-10 Leche 10
32 132-1 El 57-01 Los Albertos
133-2 Alemania-02
134-3 Tierra Blanca-03
33 135-1 Leche 1
136-2 Leche 2
137-3 Leche 3
138-4 Leche 4 Costa Tonala
34 139-5 Leche 5 San José/Tres Picos
140-6 Leche 6
141-7 Leche 7
35 142-8 Leche 8
143-9 Leche 9
144-10 Leche 10
36 145-1 Leche 1
146-2 Leche 2
147-3 Leche 3
148-4 Leche 4
37 149-5 Leche 5
150-6 Leche 6 Mary Costa Tonala
151-7 Leche 7
SR, <S5
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38 152-8 Leche 8
153-9 Leche 9
154-10 Leche 10
39 155-1 Leche 1
156-2 Leche 2
157-3 Leche 3
40 158-4 Leche 4
159-5 Leche 5 Camperlac Mapastepec
160-6 Leche 6
41 161-7 Leche 7
162-8 Leche 8
164-10 Leche 10
42 215-6 Leche R6
216-7 Leche R7
217-8 Leche R8 La Neblina
43 218-9 Leche R9
219-10 Leche R10
219 Leche R10
44 220-1 Leche 1 Rayon
221-2 Leche 2 Norte
222-3 Leche 3
223-4 Leche 4 La Orquidea
45 224-5 Leche 5
225-6 Leche 6
226-7 Leche 7
46 307-11 Leche 11

Dam




308-12 Leche 12
309-13 Leche 13 Santa Elena Villaflores
47 310-14 Leche 14
311-15 Leche 15
48 312-1 Leche 1
313-2 Leche 2
314-3 Leche 3
49 315-4 Leche 4
316-5 Leche 5 Sra. Mari Costa Tonala
317-6 Leche 6
50 318-7 Leche 7
319-8 Leche 8
320-9 Leche 9
51 321-10 Leche 10
322-11 Leche 11
323-12 Leche 12
52 324-13 Leche 13
325-14 Leche 14
326-15 Leche 15
53 327-1 Leche 1
328-2 Leche 2
329-3 Leche 3
54 330-4 Leche 4
331-5 Leche 5
332-6 Leche 6
55 333-7 Leche 7
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334-8 Leche 8 Camperlac Mapastepec
335-9 Leche 9 Costa
56 336-10 Leche 10
337-11 Leche 11
338-12 Leche 12
57 339-13 Leche 13
340-14 Leche 14
341-15 Leche 15
58 344 Leche 1
345 Leche 2
346 Leche 3
347 Leche 4 Junior Frailesca | La Concordia
59 348 Leche 5
349 Leche 6
350 Leche 7
351 Leche 8
60 352 Leche 1 Los Leones Villaflores
353 Leche 1 Lic. Adriana Ovantes La Concordia
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Anexo 2
Se realizo la diferenciacion de especies de Listeria del género Corynebacterium en base a la
tabla 13, los resultados obtenidos se observan en la tabla 14.

Tabla 14. Diferenciacion de especies de Listeria y Corynebacterium.

Pruebas de Listeria Corynebacterium
identificacion

[72)
(5
c = e c
(2] = © ‘= e
g 3 3 & = E 2 E £ 3 ¢
= c ) = o e r= o c g S)
O o c D > K] 5 < 5} = o)
S = £ 2 : o =) = = 2,
o) . . . - = © > 1) @)
E |- |- |- i 6 O ©
i
Catalasa + + + + + + + + + + +
Oxidasa - - - - - - - - - - -
O/F F F F F F F 0] F F NF NF
VP + + + + + + - - - - -
MR + + + + + + - + - - -
Ureasa + + + + + + - + + - V-
Glucosa A A A A A A AY A A A A
Manitol - - - - A - NR NR NR NR NR
Salicina + + + - + - NR A - - -
Xilosa - A - A - A \Y/ NR - - -
Lactosa Vv A A NR A NR Vv Vv - - Vv
Ramnosa + - Vv - - Vv NR NR NR NR NR
Hidrélisis de + + + + + + + + - - -
esculina

(Mac Faddin, 2003; Barrow & Feltham, 2003).

+, Positivo;-, Negativo; F, Fermenta; NF, No fermenta; O, Oxida; A, Produccién de acido;
V, Resultados variables; NR, no se dispone de resultados; A", Produccién de 4cido con
resultados variables.
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Tabla 15. Resultados de la pruebas bioquimicas realizadas.

Grupo Gram Confirmacion Oxidasa Catalasa MR/VP O/F Especie
del gram
9a24h
11 * + : + -
13 * + - + -
2,1 * + - + -
2,2 * + : + -
51 N + - + -
Sospechosa de
5,2 + + - + + | - Corynebacterium
10 * + - + -
9 + N - + -
Sospechosa de
12,1 + + - + - |+ Corynebacterium
11a24h
6 + + - & -
7,2 * + - + -
11a48h
1 + + - + -
2,7 * + - + -
12a48h
22a48h
Sospechosa de
1F + 4 - + - |+ Corynebacterium
24a24h
F + I - + -+ Sospechosa de
Corynebacterium
24a48h
Sospechosa de
1F + + - + - |+ Corynebacterium
Sospechosa de
2F + + - + -+ Corynebacterium
29a48h
Sospechosa de
1F + + - + - |+ Corynebacterium
30a24h
Sospechosa de
1F + + - + -+ Corynebacterium
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1F * + *
32a24h
1D + + +
2F * + "
32a48h
2F + + *
1D + *
2D + + +
33a24h
1D + + +
2D + + +
4D,1 * + *
3F,1 * + *
oF + + +
3F + + +
33a48h
1D * + *
2D + + +
34a24h
34a48h
Sospechosa de
4D + + + Corynebacterium
1F + + +
+ + + Sospechosa de
3F Corynebacterium
35a24h
3F + + +
35a48h
1s + + +
37a24h
F + + +
38a24h
3F + + +
4D + + +
1D ! Sospechosa de

>
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| + | + | - | + - - | + | Corynebacterium
38a48h
Sospechosa de
1F + + = + - |+ Corynebacterium
39a24h
Sospechosa de
1F + + o + - |+ Corynebacterium
2D + + - + -
3F + + - + -
40a24h
1F + + - + -
oF + + s + -
41a24h
Sospechosa de
1D i + - - |+ Corynebacterium
Sospechosa de
2D + + = - |+ Corynebacterium
Sospechosa de
2D + + - -]+ Corynebacterium
2F + A - +
3F + s - +
Sospechosa de
4F + + - + - |+ Corynebacterium
5D * + ) * -
6F * + - * )
7F * + - * )
48a24h
Sospechosa de
1D + + - + - |+ Corynebacterium
2D + 1 : +
Sospechosa de
3F + + - + - |+ Corynebacterium
4F + + B + B
5D + + B + }
6D + S : + -
48a48h
1D + A B + }
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55a24h
1F + + = +
56a48h
4D + + - +
Sospechosa de
5F + + - + Corynebacterium

De acuerdo con los resultados obtenidos mostrados en la tabla 14, se realizaron las pruebas
de fermentacion de hidratos de carbono (Salicina, Ramnosa, Lactosa, Manitol, Xilosa) y
Ureasa a los grupos sospechosos de L. monocytogenes, en la tabla 16 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 16. Resultados de prueba de fermentacion de hidratos de carbono y ureasa.

Grupo Salicina Ramnosa Lactosa

1 + + -
1D + + -
oF - - +
3F - - +

Manitol

12a48h

32a24h

47a24h

Especie

Sospechosa de C.
matruchotii

Sospechosa de
C.matruchotti

Sospechosa de C.
aquaticum

Sospechosa de C.
aquaticum

En base a los resultados las cepas del grupo 12 que pertenece a la Queseria Junior, Region
Frailesca del Municipio de La Concordia, se atribuyen a la posible presencia de C.
matruchotii que es un patégeno humano infrecuente el cual se tiene reporte de ser aislado
en otros casos a partir de muestras de cavidad oral como flora no habitual, principalmente
de célculos y placas de deposito. Por su capacidad calcificante se ha relacionado con

estenosis aortica, reproducida en modelo animal (Cohen, et al., 2004).

Del grupo 32 perteneciente a la Queseria Albertos, Region Frailesca del Municipio Villa
Corzo yen el grupo 47 perteneciente a la Queseria Santa Elena ubicada en la Region Norte
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del Municipio Villaflores se encontr6 la posible presencia de C. aquaticum que rara vez se
ha descrito como una causa de enfermedad en humanos, encontrada en agua natural y
destilada.

Como se menciond anteriormente las especies de Corynebacterium estan ampliamente
distribuidas en el medio ambiente encontrandose en el suelo, el agua, productos
alimenticios y también en la mucosa y piel del hombre y animales, debido a que algunas
resultan ser patdgenas para el ser humano y para los animales, es recomendable realizar una
identificacién especifica de las diferentes especies asi como prevenir su incidencia
anulando cualquier riesgo que se pueda producir.
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