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OPINION DEL TUTOR
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estandar de aislamiento convencional FDA-BAM y PCR en Tiempo Real.

Es importante mencionar que el aislamiento de Listeria monocytogenes es tedioso y
requiere de muchos dias para su aislamiento ante esta necesidad de reducir este tiempo
se utilizé la PCR-Tiempo Real como prueba de tamizaje ahorrandonos tiempo en lo que
se refiere a la deteccion, sin embargo reconocemos la importancia de utilizar siempre la

prueba de oro como es el método convencional FDA-BAM.

Como tutor apruebo esta investigacion para que sea defendida por sus autoras con el

tema monografico.
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RESUMEN

El presente estudio es de tipo descriptivo aleatorio simple de corte transversal, cuyo
principal objetivo fue determinar la presencia de Listeria monocytogenes en queso
artesanal que se expenden en el Mercado Ivan Montenegro de la Ciudad de Managua
Noviembre-Diciembre 2014.

El universo estuvo conformado por 117 expendios que distribuyen queso fresco
artesanal, con el objetivo que todos los tramos tengan la misma posibilidad de ser
seleccionados se utiliz6 el Software Epidata version 3.5.1. Para calcular la muestra se
utilizaron los siguientes pardmetros: proporcion esperada 1.5%, intervalo de confianza
95%, efecto de disefio 1% Yy una precision absoluta del 3%, resultando 20 expendios

seleccionados aleatoriamente.

Los resultados encontrados fueron 0% positivo y esto puede deberse a la influencia de
varios factores entre los cuales podemos mencionar: quesos expuestos al aire libre, al
viento y al contacto directo con los rayos solares; lo cual disminuye la humedad
haciendo que los quesos se vuelvan mas duros y creando un medio desfavorable para el
desarrollo de Listeria monocytogenes y otro factor que es importante sefialar es la curva
de crecimiento de las bacterias esto se puede deber a que en las muestras analizadas
hayan estados presentes una alta carga de microorganismos productores de acidos
organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas que tienen efectos antagdnicos contra
Listeria monocytogenes y que compiten por nutrientes cabe mencionar que con la
realizacion del presente estudio se comprobd que la prevalencia de este microorganismo

en este tipo de alimento es nula para el mercado en estudio.

Recomendamos principalmente al CNDR-MINSA a realizar nuevos estudios de
Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales expendidos en los diferentes
Mercados del Pais para determinar la frecuencia de este microorganismo y de esta
forma evaluar la Sensibilidad y el Valor Predictivo Positivo de esta prueba.
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I-INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un bacilo gram-positivo, corto, anaerobico facultativo, no
formador de esporas y mavil debido a que posee flagelos peritricos, que se proyectan en
todas las direcciones. En la tincién de Gram se puede presentar como diplococo (ESFSA,
2009-2010) . EI héabitat primario de Listeria es el suelo, el material vegetal en
descomposicion, asi como también se ha aislado de alimentos, principalmente lacteos,
carnes, embutidos, ensaladas y mariscos. Esta bacteria es capaz de crecer a temperaturas
entre -1.5 y 45°C (Cordano AM, Rocourt J, 2006), por lo que la convierte en una bacteria
capaz de multiplicarse en los alimentos que estan en refrigeracion (Jawets E, Melnick J,
Aldelberg E, 2011).

La infeccion producida por este microorganismo es conocida como Listeriosis, se puede
manifestar con diferentes procesos patolégicos: meningoencefalitis, septicemia, formas

prenatales, granulomatosis, presentaciones locales (Posfay-Barbe KM, 2009).

Para la determinacién de este agente existen diversas metodologias internacionales, entre
ellas la técnica de aislamiento de Listeria monocytogenes norma FDA-BAM que consta de
3 etapas: enriguecimiento, aislamiento e identificacion (A Roberts, K Nightingale, 2006).
Otro método de deteccidn son las técnicas moleculares entre estas la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa Convencional (PCR convencional).Técnica muy sensible que permite la
amplificacion de fragmentos pequefios de ADN especificos. Hoy en dia podemos utilizar la
técnica PCR en Tiempo Real, esta es una variante de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa Convencional (PCR), utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar
de forma absoluta el producto de la amplificacién de ADN, para ello emplea, un molde de
ADN con la diferencia que esta a través de una sonda que es excitada por un haz de luz
puede medir la fluorescencia emitida, superando las principales desventajas de la PCR
Convencional las cuales son el tiempo de ejecucién y el proceso laborioso. Este método es
de ayuda para la deteccion de Listeria monocytogenes sirviendo como una prueba de
tamizaje permitiendo de esta forma obtener un resultado en menos tiempo a diferencia de la
metodologia convencional que requiere al menos 12 dias para dar un resultado definitivo
(Rivera Jose Luis , 2004).

[1]
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II- ANTECEDENTES

El 28 de Julio del 2014 la Divisién de Virginia de Servicios de Laboratorio Consolidados
(DCLS) por sus siglas en ingles identifica Listeria monocytogenes en queso fresco casero
de tipo hispano, fabricado por la compafiia Oasis Brands de Miami-Florida. Investigadores
de Salud publica por medio de campo pulsado encuentran la misma secuencia del genoma
de las cepas de Listerias aisladas de las 5 personas muy relacionadas con las cepas de
Listeria aisladas de queso casero producido por Oasis Brands , reportado de cuatro estados:
Georgia, Tennessee, New York y Texas. Las fechas de inicio oscilaron desde Septiembre
de 2013 hasta Octubre de 2014. Cuatro de los cinco enfermos fueron hospitalizados
registrandose una muerte en Tennessee, tres de los casos estuvieron relacionados con un
embarazo, uno de ellos fue diagnosticado en un recién nacido. Todas las personas eran de
origen hispano y reportaron consumir queso fresco de tipo hispano, dos personas que
fueron capaces de responder a preguntas sobre variedades especificas de quesos blandos
estilo hispano reportaron consumir quesito casero, aunque ninguno podia recordar la marca.

(http://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/cheese).

En marzo del 2003, en Peru se realizé una investigacion de queso fresco artesanal para la
determinacion de Listeria monocytogenes en un total de 74 muestras evaluadas segun la
Norma Técnica Peruana ISO 28329-1; resultando 3 muestras positivas para Listeria

monocytogenes lo que equivale al 4% (Espada Angelica Maria , 2007).

En La Paz, Bolivia en el afio 2005 un total de 35 muestras de queso fresco elaborado
artesanalmente fueron analizadas por medio de los métodos: PCR en Tiempo Real y la
metodologia FDA-BAM, obteniendo como resultado 6 muestras positivas para Listeria

monocytogenes equivalente a un 17 % (Barquero Deissy , 2008).

En la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca Colombia, en el afio 2006, se
estudiaron 30 muestras de queso fresco artesanal por medio del método convencional, con
el objetivo de determinar la presencia de Listeria monocytogenes en este producto, en el
cual se detectd la presencia de esta bacteria en 11 muestras, lo que correspondio al 13% (S
Renato et al , 2013).

[2]



En el afio 2013 investigadores de la ciudad de Valdivia, Chile procesaron 50 muestras de
queso fresco artesanal por PCR Convencional resultando 11 muestras positivas a la
presencia de Listeria monocytogenes, equivalente a un 22% de las muestras analizadas

(www.saludymedicinas.com.mx, 2006).

En San José, Costa Rica.2010. Se evaluaron 76 muestras de queso fresco artesanal para la
identificacion y deteccion de Listeria monocytogenes por medio del método convencional
segun la metodologia descrita en el Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods y PCR convencional dando como resultado la ausencia de Listeria
monocytogenes en las muestras, sin embargo se logro identificar Listeria innocua (44%) y
Listeria welshimeri (20%) del total de muestras evaluadas. (Arias Maria Laura, Chavez
Carolina, Solano Gabriela , 2010).

A nivel nacional no se encontraron estudios publicados que demuestren la presencia de

Listeria monocytogenes en quesos artesanales.

[3]



111- JUSTIFICACION

En la actualidad el consumo de queso en nuestro pais es muy elevado debido a su
importante valor nutricional basico para el desarrollo de los seres humanos (Espinoza Ana,
De la Torre Magali, 2004). No obstante, el queso elaborado artesanalmente es uno de los
productos lacteos que ofrece condiciones favorables para el crecimiento de Listeria
monocytogenes, siendo la consecuencia mas frecuente el aborto en mujeres embarazadas;
cabe mencionar que uno de sus principales ingredientes es la leche cruda sin pasteurizacion,
hecho que nos recuerda lo ocurrido en Estados Unidos en el 2013 con la aparicion de brotes
de Listeria monocytogenes en queso fresco casero tipo hispano en cuatro estados del pais,
cuyo fabricante era Oasis Brands, Miami. Florida. Que tenia sus centros de acopio en toda
la region Centroamericana, hecho que convirtié al queso fresco en un vehiculo potencial de

transmision de L. monocytogenes y otros microorganismos patdégenos (M Gelfand , 2006).

Debido a la importancia clinica de este microorganismo y a la falta de investigaciones
publicadas en Nicaragua, decidimos realizar un estudio de aislamiento y deteccion de
Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales expendidos en el Mercado Ivan
Montenegro sitio con mayor venta de este producto e importador directo de productos

lacteos de las zonas mas productivas de nuestro pais.

La determinacion se realiz6 por diferentes metodologia: 1). Aislamiento FDA-BAM la cual
tiene una duraciéon de 12 dias y 2) La deteccion por PCR en Tiempo Real, técnica
molecular que sirvi6 como antecedente para una posterior validacién de esta prueba
utilizandose como prueba de tamizaje para la deteccién de Listeria monocytogenes en
muestras de alimentos. Beneficiando al Centro Nacional de Diagnostico y Referencia -
Ministerio de Salud y al Sector de las Mipymes (Micro, Pequefia y Mediana Empresas)

obteniendo resultados en menor tiempo.

[4]



IV- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Estaran los quesos artesanales que se expenden en el Mercado Ivan Montenegro de la

Ciudad de Managua contaminados con Listeria monocytogenes?

¢Serd el PCR Tiempo Real una herramienta adecuada para el tamizaje de Listeria

monocytogenes en quesos frescos artesanales?

[5]



V- OBJETIVOS

Objetivo General

+ Determinar la presencia de Listeria monocytogenes en queso fresco artesanal que se
expenden en el Mercado Ivan Montenegro de la Ciudad de Managua Noviembre-
Diciembre 2014.

Objetivos especificos

1) Aislar Listeria monocytogenes a través del método convencional FDA-BAM en
queso fresco artesanal que se expende en el Mercado lvan Montenegro.

2) Detectar por PCR en Tiempo Real la presencia de Listeria monocytogenes en
queso fresco artesanal.

[6]



VI- MARCO TEORICO

6.1 Generalidades de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una bacteria que pertenece a
la familia Listeriaceae y es de amplia distribucién en la
naturaleza. Resistente a las condiciones adversas del
ambiente. Es un patdgeno poco frecuente en la poblacién
general y puede causar enfermedad tanto en forma

esporédica como en brotes. Afecta principalmente a

personas en edades extremas de la vida, es decir, recién

Fig.1:www.foodylife.com
nacidos y ancianos, mujeres embarazadas e inmunosuprimidos. Puede ser aislada de

diversos ambientes como suelo, agua fresca, aguas residuales y vegetacion; y puede llegar a
infectar numerosos animales domésticos contaminando la vegetacion y el suelo donde
habitan. Es también un contaminante frecuente de los productos alimentarios, ya que es
capaz de generar biopéliculas en alimentos que se encuentren en refrigeracion, porque tiene

la capacidad de crecer hasta a 4°C (Del potro Juan jose , 2004).

Se encuentra en el intestino de animales y personas que actan en general como portadores
subclinicos de la misma. También se encuentran en el suelo, paredes, techos y equipos de
plantas procesadoras de alimentos, por lo que es muy dificil de erradicar en
establecimientos de fabricacion de productos alimentarios (R. Murray Patrick, S. Rosenthal
Ken, A. Faller Michael, 2009)

Morfolégicamente Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, pequefio (0,4 a 0,5
micrones de ancho x 0,5 a 1,2 de largo) no ramificado y anaerobio facultativo, capaz de
proliferar en un amplio rango de temperaturas (-1.5°C a 45°C) y una elevada concentracion
de sal. Es catalasa positiva y no presenta capsula ni espora. Tiene flagelos peritricos,
gracias a los cuales presenta movilidad a 30°C o menos, pero es inmdvil a 37 C,

temperatura a la cual sus flagelos se inactivan (Koneman , 1996).

El género se encuentra definido por poseer un contenido de DNA G+C, aproximadamente

de un 38%, ademas su membrana celular tiene una pared celular de mureina,

[7]
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péptidoglucano que contiene acido mesodiamino pimélico que se encuentra fijo a la
membrana celular por el acido teicoico y el acido lipoteicoico presentes en la membrana

celular.

Listeria monocytogenes es un patdégeno oportunista asociado a enfermedades trasmitidas
por alimentos llamada listeriosis, causando infecciones graves en un grupo de riesgo
(mujeres embarazadas, recién nacidos, pacientes inmunosuprimidos y ancianos). La
listeriosis es poco comun, su gravedad y la frecuencia asociada a alimentos de elaboracion
la sitGan entre las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) de mayor relevancia
social y econémica. Cabe destacar las caracteristicas de Listeria monocytogenes como: la
capacidad de sobrevivir a temperaturas de refrigeracion (2-4 °C), resistir diversas
condiciones ambientales, como pH bajo, altas concentraciones de sal, tratamientos
insatisfactorios de pasteurizacion y que se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente, logrando que se constituya en una seria amenaza a la seguridad de la industria
alimentaria (Schawartz B, Hexter D, Broome CV , 1999).

Los quesos nicaraguenses son un importante rubro agropecuario de exportacion del pais.
Este producto elaborado artesanalmente es uno de los productos lacteos que ofrece
condiciones favorables para el crecimiento de Listeria, porque es elaborado a partir de
leche cruda sin pasteurizacion, inadecuadas practicas de manufactura, que sumados a la alta
humedad y al hecho de no estar sujetos a controles de almacenamiento, distribucion y
expendio, se convierten en un vehiculo potencial de transmision para L. monocytogenes y

otros microorganismos pat6genos.

6.2 Taxonomia y Nomenclatura

El analisis filogenético basados en la secuencia de los rDNAs 16S y 23S, han revelado que
el género Listeria comprende dos grupos evolutivos, uno relativamente distante,
correspondiente a L. grayi y el otro formado por las especies restantes, dentro de las cuales
existen especies patdgenas (L. monocytogenes) y especies no patdgenas como L. innocua,

L. seeligeri y L. welshimeri. Se ha encontrado un alto grado de homologia en la secuencia

[8]



del rDNA 16S, entre L. monocytogenes y L. innocua siendo las de mayor cercania

taxondmica.

El genoma completo de L. monocytogenes fue secuenciado en el 2001 y se encontré un

cromosoma circular de 2°944.528 pb con un porcentaje de GC~39%.

Ademas, la secuenciacién o analisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) de genes de L. monocytogenes, que codifican para listeriolisina O,
flagelina, p60 y de una regidén gendmica esencial para el crecimiento a baja temperatura han
permitido diferenciar cepas de los serotipos Y2a, %2c, 3a y 3c de cepas de los serotipos ¥2b,
3b y 4. En otras bacterias patogenas es comun encontrar linajes clonales, pero la division de
las especies de Listeria en grupos serotipicos no es coman, lo que sugiere que las cepas de
ciertos linajes y/o serotipos son mas virulentas en humanos que otras. Cepas del serotipo

4c se han encontrado formando biopéliculas (Achenson D, 2000).

6.3 Epidemiologia

En la actualidad se considera que el habitat primario de L. monocytogenes es el suelo, agua
residuales, agua fresca y los vegetales en descomposicion en los que se puede desarrollar en
forma saprofita. Debido a que el microorganismo tiene tan amplia distribucion, contamina
frecuentemente los alimentos durante su produccion o procesamiento (Miron M, Feraz S,
Mellado JM, Vidal F, 2002).

Aunque la infeccidn suele ser considerada dentro de las zoonosis, la mayoria de los casos se
presentan en &reas urbanas sin antecedentes de contacto con animales. Los datos
epidemioldgicos implican a los alimentos como el vehiculo mas comin para la transmision
de la listeriosis humana. Los vegetales crudos, los productos lacteos y las carnes han sido

implicados directamente en brotes separados de infecciones humanas.

En Colombia desde 1994 hasta 1998, se encontraron un total de 19 casos de listeriosis: 10

adultos inmunosuprimidos, 2 mujeres embarazadas, 6 neonatos y 1 adolescente de 12 afios.

[9]



La distribucion fue casi igual con respecto al sexo 10 femenino y 9 masculinos. Del total de
pacientes el rango de edad fue de 1 a 76 afios; la distribucion anual fue: 1 en 1994, 2 en
1995, 3 en 1996, 8 en 1997 y 5 en 1998; todas se asocian al consumo de queso no

pasteurizado (Marin Paul, 2000).

En Chile durante los afios 2008-2009 ocurrieron brotes de Listeria monocytogenes
asociados al consumo de queso artesanal (A. Pino Francisco , 2003)

En la actualidad en nuestro pais no se ha reportado ningin brote por parte de este agente

patégeno.

6.4 Ciclo Infectivo de Listeria monocytogenes

El ciclo infectivo de L. monocytogenes inicia con su internalizacién a la célula hospedera,
ya sea por fagocitosis (en el caso de los macréfagos) o por fagocitosis inducida (invasion)
en los fagocitos no profesionales. En todo caso, es el propio microorganismo el que
promueve su ingreso, asegura su libertad en el citosol de la célula eucarionte, prolifera
eficazmente y se desplaza hacia el exterior, para inducir su ingreso a las adyacentes, sin que
ello represente su exposicion a la accién defensiva de anticuerpos, complemento y
polimorfonucleares (PMNs). (Figura 2) (Jawest Ernest, Melnick Joseph, Adelbert Edward ,
1996)

Los eventos implicados en el proceso infectivo global, son:

Entrada a las células del hospedero.

T &

Escape del fagosoma y desarrollo intracelular.

134

Desplazamiento intracitoplasmico.

o

Diseminacion célula a célula.

[10]
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a. Entrada a las células del hospedero

Evidentemente, la forma en que el microorganismo ingresa a las células no fagociticas es
semejante a la clasica fagocitosis, ya que implica la interaccion del primero ligando 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.

En el intestino, L. monocytogenes se adhiere a la mucosa intestinal, la cual posteriormente
invade. Al parecer, los enterocitos y las células "M™ ubicadas en las Placas de Peyer
representan el primer sitio de invasion pero, posteriormente, el bacilo es englobado por los
macrofagos residentes, dentro de los cuales puede sobrevivir y proliferar, antes de

diseminarse por las vias linfatica y sanguinea hacia el higado y el bazo, en donde la
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mayoria de su poblacién es eliminada. No obstante lo anterior, algunas Listerias sobreviven
e infectan a las células adyacentes, hasta provocar cuadros sistémicos en otras palabras,
después de la invasion de la barrera intestinal, los dos tipos de células hospederas que

resultan criticas en el proceso infectivo son los macrofagos y los hepatocitos (.ver figura 3)
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Fig. 3: www.mednet.cl

b. Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

Una vez que L. monocytogenes ha ingresado a la célula hospedera, lleva a cabo la lisis de la
membrana vacuolar, con base en la accién de una potente toxina formadora de poros:

La Listeriolisina O (LLO), que es, entre las citolisinas, la Unica producida por esta bacteria
intracelular, ademas de ser activa a bajos pH, como los que imperan en el interior del
fagolisosoma, 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, promueve el escape del microorganismo antes de que ocurra la fusion

[12]



fagolisosomal. Ademas, esta hemolisina es responsable de la hemolisis tipo B que

caracteriza a las colonias de L. monocytogenes en agar sangre. (Ver figura 4)
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Fig. 4: www.loseskakeados.cm

Sin embargo, otros factores que participan en el proceso, son:

» La fosfolipasas C
» Fosfatidilinositol-especifica (PI-PLC)
» la ClpC ATPasa (Decatur Al, Porthoy DA, 2000).

Adicionalmente, L. monocytogenes produce catalasa y superoxido dismutasa, dos enzimas
que la protegen de la oxidacion fagolisosomica. Una vez que concretada la lisis del
fagosoma, el microorganismo se libera al citosol, en donde se multiplica con un tiempo de
generacion de 50 minutos, lo que se considera una alta velocidad de crecimiento para un

patdgeno intracelular (Dubail I, Berche P, 2000).
¢ Desplazamiento intracitoplasmico

En términos generales, puede sefialarse que el microorganismo también manipula los
componentes del citoesqueleto de la célula hospedera para poder transitar intracelular e

intercelularmente.

La movilidad de L. monocytogenes se sustenta en el hecho de que, durante el proceso de
internalizacion, la superficie bacteriana adsorbe varios filamentos cortos de actina situados
originalmente en la membrana de la célula “blanco”, a merced de la afinidad de ésta por la

proteina listeriana ActA, la cual presenta una distribucion polar sobre el bacilo; de esta
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manera, la morfologia del microorganismo muestra estructuras (actinicas) semejantes a la
cola de un cometa. Consecuentemente, la polimerizacion de la actina aporta la fuerza
locomotora para que Listeria transite en el ambiente intracelular a velocidades de 0.05a 0.3
um/seg (Decatur A.L, Porthoy D.A , 2000).

En general, las colas propulsoras se constituyen por filamentos de 0.2 um, integrados por
73 mondémeros de actina interconectados entre si y, por obvio, de la polimerizacion actinica

dependen la fuerza y rapidez del desplazamiento bacteriano.

Cabe sefalar que la actina representa uno de los componentes proteicos mas abundantes del
citoesqueleto hospedero, y que se asocia al Ca?* y a una molécula de ATP cuyo fosfato
terminal se hidroliza cuando cada molécula se suma a otra (durante la polimerizacién) (A.

Julian, Jimenez A, Gongolas M, Fernandez R, Fernandez Ml, 2001).

ActA esta proteina superficial de L. monocytogenes es fundamental para la polimerizacion
de la actina en el citosol de la célula hospedera, que no es indispensable, pero actia como
estimulador de la movilidad, debido a que contiene una region con 4 pequefas repeticiones

ricas en prolina, las cuales actian como sitios de enlace para la proteina VASP10.

Al ingresar a la célula hospedera L. monocytogenes pierde sus flagelos y a su vez, la VASP
se enlaza en otra molécula hospedera. La profilina y VASP influyen en la velocidad de
polimerizacion de la actina. Evidentemente esto lo hacen para promover el desplazamiento

bacilar.

Logicamente, la continuidad de la polimerizacién actinica durante el transito intracelular de
L. monocytogenes requiere de la secuencial despolimerizacion de los filamentos para el
permanente reciclaje de las subunidades monoméricas. En tales eventos sobresale la
participacion de otras proteinas del hospedero, sobresaliendo la gelsolina, el factor

despolimerizador de actina (ADF) y la cofilina.
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La gelsolina se adhiere a los extremos (+) de los filamentos de actina y los escinde en
pequefios fragmentos y mondmeros, lo cual a su vez incrementa la velocidad de ensamble
de las colas y la propia migracion intracelular de la bacteria, debido a que contribuye
eficazmente al 6ptimo reciclaje de los mondémeros actinicos. En cuanto al ADF y la
cofilina, su papel es anadlogo al de la gelsolina, aunque lo desempefian uniéndose a los

extremos negativos de los filamentos de actina (Iretron K, Cossart P, 1997).

% Diseminacion célula a célula

La adquisicion de movilidad asociada a filamentos actinicos tiene como su principal
propdsito el de que Listeria pueda invadir a otras células del hospedero; en concreto, una
vez que ha proliferado en el citosol de su primer “blanco”, los bacilos se desplazan hacia la
membrana celular de éste y la “empujan” progresivamente con base en la polimerizacion
actinica de las colas que ha adsorbido, provocando que produzca prolongaciones alargadas,
Ilamadas filépodos o protrusiones, desde cuyo interior contintan ejerciendo presion; de esta
manera, dichas proyecciones terminan siendo “fagocitadas” por la célula adyacente, con lo
cual la bacteria volvera a quedar encerrada dentro de un fagosoma secundario, esta vez de
doble membrana, del cual procederd a escapar y a repetir los eventos que protagonizo
anteriormente (ESFSA, 2009).

Cabe mencionar que tanto en la formacion de las protrusiones como en el propio
englobamiento de estas ultimas por parte de la célula adyacente, es posible que cada
filamento se integre por 2 cadenas de monomeros de actina enrollados en espiral y s6lo
crezca en su extremo positivos, obedeciendo a la localizacion de la molécula de ATP
asociada al mondémero de mas reciente incorporacion a otra célula epitelial, macré6fago o
hepatocito. Adicionalmente, tampoco se han logrado identificar a las moléculas de
superficie que median la interaccion “célula hospedera—célula hospedera” durante el
proceso que engloba a la protrusion, ni aquélla incluye algun proceso activo o pasivo

dependiente de la célula que fungira como receptora de listerias.
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Por el contrario, recientemente se han reconocido 3 factores bacterianos implicados en la
lisis de la vacuola de doble membrana:

» lalecitinasa

» laPI-PLC.

» una metaloproteasa (Mpl).
Lecitinasa: Es secretada como un precursor inactivo (proPC-PLC) de 33 kDa, a partir del
cual una escision proteolitica en su regiéon N-terminal genera la forma activa. Dicha
activacion puede ocurrir por alguno de dos mecanismos: el primero depende precisamente
de la Mpl, dependiente de zinc, en tanto que, el segundo, es mediado por una proteasa de

cisteina.

Fosfolipasas C Fosfatidilinositol-especifica (PI-PLC): A diferencia del mecanismo litico
utilizado por la LLO, esta enzima (33 kDa) afecta a la membrana celular de las células
hospederas hidrolizando al lipido de membrana Pl (Fosfatidilinositol). Ademés, esta
codificada por el gen plcA, el cual desempefia un papel importante en el escape bacilar de
las vacuolas de doble-membrana y su actividad catalitica es necesaria en otras numerosas

funciones intracelulares de L. monocytogenes (Cossart P, Lecuit M, 1998).

6.5 Patogenia e Inmunidad

Listeria monocytogenes entra en el cuerpo a través del aparato digestivo tras la ingestion de
alimentos contaminados como quesos o verduras. EI microorganismo tiene varias proteinas
de adhesina (Ami, Fbp Ay flagelina) que facilitan la fijacién de las bacterias a las células
hospedadoras y que contribuyen a la virulencia. Tiene una proteina de superficie de la
pared celular denominada internalina A que interactta con la E-caderina, un receptor en las
células epiteliales, que favorece la fagocitosis hacia las células epiteliales. Después de la
fagocitosis, la bacteria es envuelta en un fagolisosoma, donde es activada por el pH bajo
para producir listeriolisina O. Esta enzima produce lisis de la membrana del fagolisosoma y
permite que las Listerias escapen hacia el citoplasma de la célula epitelial. Los
microorganismos proliferan y ActA, otra proteina de superficie de Listeria, activa la
polimerizacion de la actina de la célula anfitriona, lo cual las impulsa hacia la membrana

celular. Empujando la membrana de la célula hospedadora, produce la formacion de
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protrusiones elongadas denominadas filopodos, que son ingeridos por células epiteliales
adyacentes, macrofagos y hepatocitos, las Listerias son liberadas y el ciclo comienza de
nuevo. L. monocytogenes se puede mover de una célula a otra sin estar expuesta a
anticuerpos, complemento o células polimorfonucleares. El hierro es un factor de virulencia
importante. Las Listerias producen sideroforos y pueden obtener hierro de la transferrina.
La inmunidad para L. monocytogenes es mediada principalmente por células, segun se
demuestra por la ubicacién intracelular de la infeccién y por la notable relacién de la
infeccion con los estados que cursan con alteracion de la inmunidad mediada por células
como el embarazo, SIDA, linfoma y trasplante de oOrganos. La inmunidad puede ser
transferida por los linfocitos sensibilizados pero no por los anticuerpos (Cameron LA,
Footer MJ, 1999).

6.6 Cuadro Clinico

Listeria monocytogenes es un patdgeno oportunista y parasito intracelular facultativo, esta

ampliamente distribuida en el medio ambiente y afecta al hombre, mamiferos y aves.

Las formas clinicas mas caracteristicas de la infeccion producida por Listeria son:

¢ Meningoencefalitis

Se trata de la presentacion mas frecuente de la Listeriosis en humanos adultos
inmunocomprometidos y sobre todo en neonatos. Corresponde a una patologia supurativa
aguda, en la cual la linfocitosis del LCR y los signos clinicos llegan a sugerir una
meningitis tuberculosa. La enfermedad con frecuencia cursa como meningoencefalitis y

rara vez como encefalitis.

La meningoencefalitis se caracteriza por fiebre, cefalea y alteraciones de la conciencia; la
aparicion de los sintomas suele ser abrupta y la rigidez de nuca esté ausente en casi la mitad
de los pacientes, particularmente cuando se trata de personas muy ancianas o
inmunocomprometidas. Con frecuencia se observan convulsiones y otros signos tales como

ataxia, hemiparesia y paralisis de los pares craneales, manifestaciones que reflejan una
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romboencefalitis; ésta corresponde a la afectacion del tronco cerebral y suele coexistir con

la inflamacion meningea.

¢ Septicemia
La septicemia afecta a neonatos y adultos inmunodeprimidos, quienes evidencian notables

episodios de escalofrio y fiebre.

En los adultos, la mayoria de los casos se relaciona con personas inmunocomprometidas,

en quienes a menudo cursa en forma fulminante.

Por su parte, los neonatos empiezan a manifestarla después de los 3 dias de edad con un
cuadro inespecifico, por lo cual se corre el riesgo de tratarla empiricamente sin eficacia

terapéutica alguna.

% Presentaciones locales

Se han descrito multitud de presentaciones localizadas con infeccion circunscrita a un
determinado 6rgano, como mastitis, endocarditis, enteritis, queratoconjuntivitis, miocarditis
e iritis. Las infecciones cutaneas parecen relacionarse mas frecuentemente con la

granulomatosis infantil.

Las lesiones ulcerativas no se distinguen de las de otros origenes, por lo cual es necesario el

cultivo de las muestras para establecer el diagndstico.

¢ Granulomatosis Infantiséptica

En la granulomatosis infantiséptica el infante presenta abscesos diseminados y/o
granulomas en multiples 6rganos internos, incluyendo higado, bazo, pulmones, rifion y
cerebro; ademas, el nifio nace en estado de muerte aparente, con rinitis purulenta, erupcion
cutanea y hasta nddulos faringeos. Este tipo de infeccion se observa dentro de los primeros
cuatro dias de vida, suele asociarse a meningitis y su pronostico es malo, con tasas de

mortalidad cercanas al 100 %.
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En los neonatos, es causa de sepsis en 2 modalidades clinicas:

> Primera modalidad

Con un periodo de incubacion de 1-5 dias, se origina en el Gtero y se traduce en abortos,
alumbramiento de productos muertos o partos prematuros asociados a neonatos que
padecen de granulomatosis infantiséptica, grave afeccion ocasionada exclusivamente por L.

monocytogenes.

» Segunda modalidad
Se presenta después de la primera semana de vida, casi siempre como una meningitis sin
caracteristicas clinicas especificas; es decir, se adquiere a partir de la madre; durante o

después del nacimiento (no intradtero).

% Infecciones durante el embarazo.

Estas se adquieren més frecuentemente en el tercer trimestre (coincidiendo con la mayor
declinacion de la inmunidad celular) y, en general, las pacientes presentan sintomas
transitorios, inespecificos, leves a moderados, que incluyen fiebre, cefalea, dorsalgia y
trastornos gastrointestinales tales como nauseas, vomito, dolor abdominal y diarrea. En tal

sentido, es comun que la enferma no acuda a consulta médica.

Cuando la infeccion tiene lugar al inicio del embarazo, el aborto ocurre durante el quinto o
sexto mes; sin embargo, también existe la posibilidad de que la gestacion llegue a su
término, a pesar de que son mas frecuentes los nacimientos prematuros (Braun L,
Ghebrehiwet B, Cossart P, 2006).

6.7  Vias de transmision de Listeria monocytogenes al ser humano:

A través del consumo de alimentos contaminados con dicha bacteria: Actualmente se
reconoce que la mayoria de los casos de listeriosis humana son de transmision alimentaria
(99%) por falta de higiene, contaminacion cruzada, inadecuado procesado de los alimentos
tanto en la transformacion de los alimentos en la industria como en la preparacion y

cocinado de los alimentos en el hogar.
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» Vertical: De madre embarazada a feto. Los bebés pueden nacer con Listeria si sus
madres comen alimentos contaminados durante el embarazo. Aunque las personas
saludables pueden consumir alimentos contaminados sin llegar a enfermar, en ellos el
riesgo de infeccion es mayor y pueden contraer Listeria probablemente después de
volver a comer alimentos contaminados con incluso una pequefia cantidad de la
bacteria. Las personas en riesgo pueden prevenir la infeccion con Listeria
monocytogenes evitando ciertos alimentos de alto riesgo y manipulando los alimentos

apropiadamente.

» Zoonotico: Por contacto con animales enfermos, lo cual es poco frecuente, como son
los casos de veterinarios y ganaderos después del parto de un animal infectado sin

proteccion.

» Nosocomial (adquisicion hospitalaria): En obstetricia y ginecologia es muy poco
frecuente (Marquis H, Goldfine H, Porthoy DA, 1997).

6.8 Incidencia

En las Gltimas tres décadas las enfermedades producidas por Listeria se han convertido en
una de las principales zoonosis emergentes de transmision alimentaria. La Listeriosis es una
enfermedad rara de la que anualmente en el mundo se reportan varios miles de casos, que

solo representan una pequefa parte de los diagnosticados.

La incidencia de la enfermedad es también desproporcionada en las poblaciones de alto
riesgo, como los neonatos, los ancianos, las mujeres embarazadas y los pacientes con
deficiencias graves de la inmunidad celular (como receptores de trasplantes, aquejados de

linfomas o del sindrome de inmunodeficiencia adquirida [SIDA]).

La Listeriosis humana es una enfermedad esporadica que se ve durante todo el afio, aunque
su incidencia maxima ocurre en los meses mas calidos. Las epidemias focales y los casos
esporadicos de Listeriosis se han asociado al consumo de leche contaminada, quesos poco

curados, carne poco hecha (p. €j., salchichas de pavo, carnes frias), vegetales crudos mal
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lavados y repollo. Debido a que Listeria puede crecer en un amplio intervalo de pH, asi
como a temperaturas frias, los alimentos con un pequefio nimero de microorganismos
pueden presentar una notable contaminacion tras un periodo prolongado de refrigeracion. Si
la comida no esta cocinada o lo ha sido de manera inadecuada (p. ej., preparacién en el
microondas de una carne de vaca o salchichas de pavo) antes de ser consumida, puede
aparecer la enfermedad. La tasa de mortalidad de las infecciones sintomaticas por Listeria
(20%-30%) es mas alta que la de casi todas las restantes toxiinfecciones alimentarias (Hof
H, Nichterlein T, Krestshmar M, 1997).

6.9 Prevencién

L. monocytogenes ha venido representando un problema cada vez mayor en el campo de la
elaboracion de alimentos; por ello, resultan indispensables las buenas practicas industriales
en todas las fases de la produccion: procesamiento, empaquetamiento y almacenamiento.
Puesto que no existen vacunas antilisterianas, las medidas vigentes de prevencion y control
corresponden a precauciones simples aplicables contra cualquier enfermedad de origen
alimentario: la higiene personal y la adecuada higienizacion, coccion y almacenamiento de

los alimentos.

» Los principios especificos incluyen:

a) Evitar la contaminacion cruzada: Antes de preparar alimentos, la persona debe lavarse
bien las manos y limpiar los utensilios y las superficies destinados a picar y preparar los
alimentos; es conveniente emplear un utensilio para cada alimento. La verdura, los
mariscos y la carne cruda de res, cerdo, aves, pescados, etc., no deben colocarse en los
sitios destinados a los alimentos cocinados. Los alimentos deben almacenarse en
refrigeracion, aunque no durante lapsos muy prolongados, ya que éstos no impiden las

infecciones alimentarias.
b) Destruir las bacterias potencialmente dafiinas: La carne roja, aves y mariscos deben

cocerse completamente para eliminar a la mayor parte de los microorganismos presentes.

Las verduras deben lavarse bien y desinfectarse.
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c) Otras medidas generales. No es conveniente ingerir leche cruda ni sus respectivos
derivados. Ademas, es preciso lavar las tablas y otras superficies asociados a la preparacion
y manejo de los alimentos crudos (Payan A, Austillo M, 1994).

6.10 Métodos de Deteccion

En la actualidad existen varios métodos convencionales y rapidos disponibles para la
deteccion e identificacion de Listeria monocytogenes en muestras de alimentos y en

muestras procedentes de Listeriosis animal.

Los métodos convencionales para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de alimentos
que han ganado aceptacion con propdsitos reglamentarios internacionales son el método de
la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), el método oficial
de la Asociacion Oficial de Quimicos Analistas (AOAC), los Estandares I1ISO 11290, el
método del Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria (FSIS) del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y los Estandares franceses.

Los métodos de la FDA y de la AOAC pueden utilizarse para el analisis de la leche y los

productos lacteos.

6.10.1 Método Internacional Estandar segun FDA-BAM
¢ Medio De Enriquecimiento
Principio de Buffer Listeria De Enriquecimiento (BLEB)

Digerido enzimatico de caseina, digerido enzimatico de harina de soja y extracto de
levadura proporciona nitrogeno, vitaminas y minerales en Buffer de Listeria Caldo de
enriquecimiento Base. La dextrosa es la fuente de carbohidratos. El cloruro sodico
mantiene el equilibrio osmoético del medio. Fosfato monopotasico, fosfato dipotésico,
fosfato disodico son los agentes tampdn. Piruvato de sodio se afiade asepticamente como un
eliminador de oxigeno. El &cido nalidixico, Acriflavina y cicloheximida se agregan como
agentes selectivos después de una de cuatro horas de pre-enriquecimiento inicial. Acido
nalidixico inhibe el crecimiento de organismos Gram- negativos. Acriflavina inhibe las

bacterias Gram- positivas. La cicloheximida se utiliza para inhibir el crecimiento de hongos
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saprofitos. El retraso en la adicion de estos agentes tiene por objeto facilitar la reanimacion,

la reparacion, y el crecimiento de organismos de Listeria.

% Medios de Cultivo Diferenciales

Después del enriquecimiento selectivo, los cultivos se siembran en placas de agar con un
medio selectivo/diferencial para el aislamiento de las colonias presuntivas de L.
monocytogenes. En todos los métodos, a excepcion del método de la Norma ISO, se utiliza

el agar de Oxford o una modificacion.

% Agar Oxford

El agar de Oxford contiene cloruro de litio, cicloheximida, colistina, acriflavina, cefotetan y
fosfomicina como agentes selectivos, y las colonias de Listeria spp son pequefias, negras y
rodeadas de un halo negro. Ademas del agar de Oxford, el método de la FDA incluye
cloruro de litio/feniletanol/moxalactam (LPM) o agar PALCAM, que contiene cloruro de

litio, polimixina B, acriflavina y ceftazidima.

v" Fundamento

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial, contiene nutrientes necesarios para el
desarrollo de Listeria spp. Es diferencial para Listeria spp. Debido a que el producto de la
hidrolisis de esculina en presencia de iones férricos forma un compuesto fenélico de color
negro. La selectividad para Listeria spp., se obtiene por el agregado del suplemento
selectivo para Agar base Oxford modificado, debido a que contiene antibidticos que
inhiben total o parcialmente el desarrollo de la flora acompariante presente en la muestra.

%+ Agar cromogénic Listeria

Es un medio cromogénico selectivo, para la deteccién directa y enumeracion de L.
monocytogenes, basado en el aislamiento selectivo, la deteccion cromogénica de fosfolipasa
C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) y el uso de xilosa. Listeria monocytogenes se
desarrolla en colonias azules (positivas a la PI-PLC) sin halo amarillo (negativo a la xilosa);
L. ivanovii produce colonias verde-azuladas (positivas a la PI-PLC) con halo amarillo

(positivo a la xilosa). Otras colonias de Listeria spp son blancas (negativas a la PI-PLC).
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Las colonias tipicas de Listeria spp., una vez crecidas en el medio selectivo diferencial, se
seleccionan para la identificacion adicional de L. monocytogenes (Seeliger HPR, Jones D,
1986).

% La prueba Christie-Atkins—Munch—Peterson(CAMP)

Es una herramienta muy util que facilita la
identificacion de las especies de Listeria spp a
partir de los aislamientos. Consiste en sembrar
en estria  una cepa [R-hemolitica de
“Staphylococcus aureus”, formando unas Unicas
lineas rectas y paralelas, en una placa de agar
sangre de oveja 0 en una placa por la técnica de

la doble capa de agar, con la capa de agar sangre

Fig.6: www.diatek com.tr superior muy delgada. Las estrias deben tener la
suficiente separacion para permitir que las cepas de Listeria de prueba y de control se
puedan sembrar perpendicularmente, entre los dos organismos indicadores, sin que los

toquen (separados 1-2 mm).

¢+ Pruebas Bioquimicas

Fermentacién de Ramnosa, Xilosa y Manitol

Fundamento: Esta prueba sirve para determinar la capacidad de un microorganismo de

fermentar los carbohidratos (azUcares), produciendo &cido o gas visible.

Se utiliza una base rica en nutrientes, cuyo indicador de PH es el purpura de bromocresol.
El carbohidrato requerido se agrega, ya sea en forma de discos comerciales impregnados o

adicionados al caldo, el carbohidrato previamente esterilizado por filtracion.

Es de gran utilidad para la determinacion de Listeria monocytogenes ya que esta, fermenta

ramnosa pero no la xilosa ni el manitol.
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Tabla.l. Fermentacion de Azucares y Prueba de CAMP Test.

Produccioén de acido Prueba de CAMP

Especies Hemolisis Ramnosa  Xilosa S. aureus
L. monocytogenes + + - +
L. innocua - vV - ;
L. ivanovii + - + .
L. seeligeri + - + +
L. welshimeri - Vv + ,

L. grayi subsp. Grayi - - - .

L. grayi subs. Murrayi - \Y - -
V: reaccion variable (+): reaccion débil
+: > 90% de la reaccidn positiva -2 sin reaccion

Nota: Existen cepas extrafias de L. monocytogenes las cuales no presentan p-hemélisis o una reaccién positiva a la CAMP,
bajo las condiciones descritas en el presente apéndice normativo C (Landeta Roberto , 2009).
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6.10.2 Medios de Deteccion Molecular

Debido al incremento de Listeria spp y su complejo ciclo de vida, la existencia de métodos
de deteccion rapido y efectivo son importantes como base de las estrategias de control. Tal
es el caso de la Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la técnica PCR en

Tiempo Real, ambas tecnologia moleculares basadas en la amplificacion in vitro del ADN.

Fundamento del método

Basicamente la PCR se desarrolla en tres pasos:

Desnaturalizacion: Consiste en separar la doble cadena de DNA vy convertirla en hebra
sencilla. Tipicamente se usa una temperatura de 95°C-97°C, por 15 a 40 segundos. Esta

temperatura dependera del tamafio del genoma.

Apareamiento o Annealing: Los cebadores o “primers”, reaccionan con la hebra sencilla
de DNA y se pegan en lugares especificos por complementariedad de bases. Para esto, se

baja la temperatura a 55°C por 30 segundos.

Polimerizacion o Extension: Una polimerasa de DNA extiende los “primers”, en el espacio
comprendido entre ambos “primers”, y coloca dinucleétidos trifosfatados (ANTP’s) de 5’a
3’ leyendo el DNA de 3’a 5°. De esta forma sintetiza la secuencia complementaria de las
hebras de DNA molde. Se efectia a 70°C (International Organitation for standaritation ,
2004).

Estas tres fases constituyen un ciclo de la PCR, de la cual se obtiene una copia de un
pequefio fragmento del DNA molde. En este primer ciclo, los fragmentos generados no
tienen el mismo tamafio: la copia de cada una de las cadenas se inicia, a partir del extremo
3", en el punto en el que el cebador hibrida con el DNA molde y termina en el momento en
el que la enzima polimerasa no es capaz de afiadir mas nucle6tidos, esta ultima tiene la
ventaja de que lleva a cabo simultaneamente los procesos de amplificacion y deteccion en
el mismo vial y que determina la cantidad de DNA sintetizado en cada momento de la

reaccion.
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PCR Convencional

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés polimerasa
chain reaction) permite generar una gran cantidad de copias de un fragmento de DNA
(&cido desoxirribonucleico). EIl requisito fundamental para poder llevar a cabo la reaccion
es disponer de fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla complementarios a los
extremos del fragmento servirian como cebadores para que un enzima polimerasa sea capaz
de incorporar nucleétidos complementarios a la cadena molde. Una vez completada la
reaccion la cantidad de fragmento amplificado se puede visualizar mediante técnicas

sencillas de separacion de fragmentos de DNA.

PCR en Tiempo Real

La PCR en Tiempo Real se diferencia de la PCR Convencional en que permite monitorear
en cada ciclo la aparicion del ADN producto de la reaccion mediante el uso de sondas
fluorogénicas que “iluminan o fluorecen” mostrando la cantidad de ADN presente en cada
ciclo de amplificacion. Cada vez que se realiza una copia del ADN molde se libera
fluorescencia, por lo que esta es proporcional a la cantidad de ADN generado. Ademas, el
sistema de PCR en Tiempo Real brinda mayor sensibilidad y especificidad, son pruebas

rapidas, confiables y permiten procesar grandes cantidades de muestras en menor tiempo.

El resultado de PCR en Tiempo Real se visualiza en un grafico de amplificacion. En €l se
expresa la fluorescencia leida por el termociclador en el eje de las ordenadas y el nimero de
ciclos de la PCR en el eje de abscisas. De esta forma, la curva de amplificacion consta de
una fase inicial donde la produccién de fluorescencia (DNA producto) esta por debajo del
nivel de deteccidn del termociclador, una segunda fase en la que se da un incremento de la

fluorescencia, la cual es en forma exponencial en su inicio, y una tercera fase (plateu)

donde finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia.

El numero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescentes alcance el nivel umbral, se
conoce como Threshold cycle (CT) este es el parametro en el cual se fundamenta la
cuantificacion. A mayor CT, menor sera la cantidad de DNA blanco, representando en la

figura 7.
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Fig. 7: Amplificacion de PCR en Tiempo Real mostrando las tres fases de las que consta. 1°

fase inicial, 2% incremento exponencial y 3 plateu.

Este sistema de deteccion utiliza principalmente las sondas de hidrdlisis o tagman, las

sondas molecular beacons y las zonas FRET.

Sondas de Hidrodlisis

Son oligonucleotidos lineales que han sido

Sondas Hidrélisis:

S Anileje—marcados con un fluorocromo donador en la region
] 5'que emite Fluorescencia al ser excitado y un
| —t aceptor en el extremo 3" que absorbe Ila

fluorescencia liberada por el donador. Para que

=¥ *! este fenomeno ocurra, las dos moléculas deben

Fig. 8: www.laboratorioysalud.com estar cerca. Mientras la sonda esté intacta, la

fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embargo durante la
amplificacion del DNA, la sonda se hibrida en su cadena complementaria. Al desplazarse a

lo largo de la cadena, en su accion de sintesis, la DNA polimerasa que tiene actividad

[28]


http://2.bp.blogspot.com/-nlJtHsk4_WA/UIhoR3UH8WI/AAAAAAAAAFg/_XQtLLsnYoA/s1600/Imagen6.jpg
http://2.bp.blogspot.com/-nlJtHsk4_WA/UIhoR3UH8WI/AAAAAAAAAFg/_XQtLLsnYoA/s1600/Imagen6.jpg

exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5"de la sonda, produciendo la sefial fluorescente del

fluorocromo donador.

Molecular beacons: Son sondas parecidas a las Tagman. Tienen una molécula donadora en

el extremo 5y una aceptora en 3, pero ademas

presentan una estructura secundaria en forma de asa,

JM en la que se encuentra la secuencia de uni6n
e

QD Lrl . | especifica con el DNA blanco. Los extremos

o St - by permanecen plegados, hasta cuando el DNA se

hibridiza, la sonda se abre alejandose del donador y

1 Quenching ol the iprescence : Livsce o ihe funrescence

aceptor, y la fluorescencia del donador es detectada.
Fig. 9: www.sigmaaldrich.com

Sondas FRET (Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente): El sistema se

compone de dos unidades que se unen a secuencias adyacentes del DNA blanco. Una de las

sondas lleva un donador en el extremo 3"y la otra un aceptor en el 5. Cuando las sondas

estan hibridizadas, los dos fluorocromos estan cercanos. Al ser excitado, el donador

transfiere su energia al aceptor, que a su vez emite la fluorescencia que detecta el lector del

equipo.

Sondas de Degradacion TagMan: El ensayo TagMan aprovecha la actividad
exonucleasica 5' - 3' de la ADN polimerasa
Tag para dividir una sonda de degradacion
durante la PCR. La sonda de degradacion o
TagMan, suele ser un oligonucleétido de 20-
30 bases de longitud (usualmente con una Tf

10 °C superior a la Tf de los cebadores) que

Tyt CNA bt e

Fig. 10: eslider.es contiene un colorante delator fluorescente en
el extremo 5'y un colorante inhibidor en el 3'. Al estar bloqueado el extremo 3, la sonda no
puede extenderse como un cebador. Durante la PCR, en presencia de una diana, la sonda se
hibrida especificamente entre los sitios de los cebadores directo e inverso. Cuando la sonda

esta intacta, la proximidad del colorante delator al colorante inhibidor produce la supresion

[29]



de la fluorescencia delatora principalmente por transferencia de energia de tipo Forster.
Durante la reaccion, la actividad exonucleasica 5°-3” de la ADN polimerasa Taq degrada la
sonda entre los colorantes delator e inhibidor solamente si la sonda se hibrida con la diana.

De esta manera, la fluorescencia aumenta a medida que progresa la amplificacion.

Anélisis graficos de los datos de una PCR en Tiempo Real

Fluorescencia de fondo: Es la primera fase de «latencia» con ligeras fluctuaciones en los

valores correspondientes a la sefial de fondo.

Valor umbral (CT): Se define como ciclo umbral (CT) aquel ciclo en que la sefial de
fluorescencia alcanza el valor medio de las sefiales de fluorescencia medidas entre el ciclo
tercero y el decimoquinto incrementado en diez desviaciones estandar. Cuanto mayor es la
cantidad inicial de ADN gendmico, antes se detecta el producto acumulado en el proceso de
la PCR, y mas bajo es el valor CT. En la practica, a menudo es el operador el que elige la
linea umbral que determina el valor CT, lo que constituye uno de los elementos subjetivos
de la PCR en Tiempo Real. La linea umbral debe situarse por encima de cualquier actividad
basal y dentro de la fase de crecimiento exponencial, que adquiere forma lineal en la
transformacion logaritmica (todas las lineas son paralelas).

Fase exponencial: La cantidad de ADN amplificado (Rn) alcanza un valor
significativamente superior a la sefial de fondo. Al medir de esta manera, mejora
considerablemente la exactitud de la cuantificacion, ya que existe una correlacion directa
entre la cantidad de plantilla inicial y la fase en la que la amplificacion empieza a ser

exponencial.

Intervalo (meseta): Punto méximo de amplificacion.
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Aplicaciones de la PCR en Tiempo Real

Esta técnica puede ser utilizada en diversas aplicaciones, entre las que se encuentran:

a. Determinacidn agentes patdgenos
b. Expresion génica en tejido en diferentes estadios de la enfermedad o tras

tratamiento

c. Deleccion o amplificacion de genes

d. Discriminacion alélica

e. Diagnostico clinico de tumores o respuesta a tratamiento
f.  Deteccion de SNPs, haplotipo

g. Validacién de resultados de experimentos con arrays

h. Metilacién de DNA y estudio de apoptosis

Monitorizacién de patrones de expresion de citoquinas.

Ventajas que tiene la PCR en Tiempo Real
a.  Amplificacion especifica
b. Automatizacion y disminucion del tiempo de analisis

c. Reaccidon monitorizada a Tiempo Real (De Prado E, 2010).
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VII- DISENO METODOLOGICO
Tipo de estudio

Se realizé un estudio descriptivo aleatorio simple de corte transversal. El cual fue realizado
en los meses de Noviembre a Diciembre del 2014.

Area de estudio
Mercado Ivan Montenegro.
Universo y sitios de muestreos

El mercado lvan Montenegro cuenta con 117 expendios que distribuyen queso fresco
artesanal; cada expendio significo 1 lote y de cada lote se tomaron 5 sub-muestras.

Muestra

Para la seleccién de la muestras se utilizé el Software Epidata version 3.5.1. Para calcular la
muestra se utilizaron los siguientes pardmetros: proporcion esperada 1.5%, intervalo de
confianza 95%, efecto de disefio 1% y una precision absoluta del 3% resultando 20

expendios seleccionados aleatoriamente.

Tipo de muestra
Por cada expendio seleccionado se tomaron 5 unidades de 1 libras de queso fresco artesanal

segun la Norma Técnica Obligatoria Nicaragiiense para los Quesos (NTON-03-065-06).

Criterios de inclusion
+ Productos distribuidos en el mercado en estudio.

+ Quesos frescos artesanales de produccién nacional
Criterios de exclusion

+ No aplica a productos distribuidos en mercado fuera de estudios.

+ No aplica queso ahumado, queso seco, queso de crema y queso madurado.
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Muestreo y Transporte de la muestra

Para el muestreo nos trasladamos al Mercado Ivan Montenegro para la recoleccion de la
muestra para detectar la presencia de Listeria monocytogenes, se tomaron quesos con pesos
de 5 libras por cada expendio en las condiciones normales de venta al publico y se
transportaron refrigeradas al CNDR-MINSA sitio de procesamiento de dichas de muestra.
Se utilizd la técnica recomendada por la FDA para productos lacteos de muestras no

compuestas.

Limitaciones del estudio.

La mayor limitacion en nuestro estudio fue la ausencia de positividad en las muestras
analizadas lo que conllevo a no poder realizar los célculos para valorar sensibilidad y Valor
Predictivo Positivo, asi como también no poder evaluar los métodos de extraccion

empleados.

Redaccion de la informacion.

Para la redaccion de la informacion se usaron los programas Microsoft Office Word 2013,
para disefiar el documento; asi también se utilizo el software Epidata version 3.5.1 para la
seleccion de las muestras y Microsoft Office Power Point, para la elaboracion de

presentaciones en nuestra defensa.

Materiales e Instrumentos utilizados:

1. Campana de seguridad tipo 1.

2. Balanza analitica.

3. Stomacher 400 circulator.

4. Centrifuga 5424 — Eppedenfort.

5. Thermomixer confort — Eppedenfort.
6. Step One PLus Applied Biosystems.
7. Pipetas automaticas.

8. Puntas.

9. Espatulas

10. Tijeras
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11. Pinzas

12. Mecheros

13. Bolsas stomacher
14. Platos Petri

15. Gradillas

Medios de cultivo
1) Buffer Listeria monocytogenes caldo + selective suplement. (BLEB).
2) Chromogenic Listeria agar Merck.
3) OXFORD medium

Aislamiento de Listeria monocytogenes segun el BAM-FDA
+ Enriquecimiento

Para muestras no compuestas

X3

% Pesar 25gr de la muestra en una bolsa stomacher.

>

K/
*

Agregar 225 ml de Buffer Listeria enriquecimiento caldo (Oxoid).

D)

>

K/
*

Incubar a 30 °C durante 4 horas.

D)

X3

% En la cuarta hora de la incubacion, se afiaden los agentes selectivos de
inhibicion Oxoid (acriflavina 10 mg / L; cicloheximida 50 mg / I; &cido

nalidixico, 40 mg /). 3

>

La incubacion para el enriquecimiento selectivo se continta a 30 ° C durante un total
de 48 h.

K/
*

)
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+ Aislamiento

Después de 48 h de incubacion en el medio de enriquecimiento BLEB, resembrar en los
medios agar Listeria Chromogenic (Merck) y agar Listeria OXFORD (Titan Media).
Caracteristicas de colonias en agar OXFORD: colonias pequefias, negras y rodeadas de un

halo negro.

Caracteristicas de colonias en agar Listeria Chromogenic (Merck): Colonias azul turquesa

(positivas a la PI-PLC) sin halo amarillo (negativo a la xilosa).

Se seleccionaron las colonias mas caracteristicas por cada placa de agar selectivo y

sembrarla en agar tripticasa soya agar (TSA). Incubar 24 horas a 35°C.

+ Otras pruebas

Prueba de CAMP Test

Trazar una linea de Staphylococcus aureus a lo largo de la placa en forma de in6culo fino.
De igual manera sembrar perpendicularmente a las cepas patrones las colonias aisladas que
se desean probar, sin tocar la linea del S. aureus, a distancia aproximada de 5 mm. Incubar
a 35 °C durante 24 horas.

Reaccion positiva: Formacion de un halo rectangular de hemolisis acentuada a la parte
cercana al inoculo de S. aureus.

Reaccion negativo: No hubo formacion del halo rectangular de hemolisis.

Prueba de utilizacion de carbohidratos
Inocular tubos de caldo purpura para fermentacion de carbohidratos al 0,5 %: Ramnosa,

manitol y xilosa. Incubar 7 dias a 35°C. Una coloracion amarilla indica una prueba positiva.

PCR en Tiempo Real para la deteccion de Listeria monocytogenes

La deteccion de Listeria monocytogenes se llevo a cabo a partir del medio de
enriquecimiento BLEB después de 48 horas de incubacion a 30°C, aplicando los siguientes

métodos: NucleoSpin®Tissue e Hidréxido de Sodio para la extraccion de ADN bacteriano.
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¢ NucleoSpin®Tissue

NucleoSpin®Tissue es un método de amplificacion de
ADN gendémico que puede ser preparado a partir de
tejidos, células (por ejemplo, bacterias), y muchas otras
fuentes. La lisis se consigue mediante la incubacién de
la muestra de material en una solucion de proteinasa
K/SDS. Las condiciones apropiadas para la union de
ADN a la membrana de silice en el NucleoSpin en columnas de tejido se crean mediante la
adicion de sales caotropicas y etanol al lisado. ElI proceso de union es reversible y
especifico para acidos nucleicos. Contaminaciones se eliminan mediante lavado posterior
con dos tampones diferentes. EI ADN puro se elude finalmente en condiciones de baja

fuerza ionica en un tampon de elucion ligeramente alcalino.

Preparacién de soluciones de trabajo
1. Tampodn de Lisis B3: Transferir el contenido total de Buffer B1 a Buffer B2 y mezclar.
Coloque las etiquetas de tampon de lisis B3 en la botella. EI tampdn de lisis resultante

B3 es estable durante hasta un afio a temperatura ambiente.

2. Tampédn de lavado B5: Afadir el volumen indicado de etanol (96 - 100 %) para lavar
Buffer Concentrado B5. Marque la etiqueta de la botella para indicar que el etanol se
afiadié. Guarde Wash Buffer B5 a temperatura ambiente (18 - 25 ° C) durante un maximo

de un afio.

3. Proteinasa K: Afadir el volumen indicado de proteina Buffer PB para disolver
Proteinasa K. Solucion que se liofilizé de proteina K es estable a - 20 ° C durante un

méaximo de 6 meses.
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Tabla 2. Preparacion de soluciones de trabajo de NucleoSpin® Tissue

10 prep 50 prep 250 prep
Buffer B5 de lavado 4mi 2x7ml 2 x40 ml
Afadir 16 ml de etanol Afadir 28 ml de Anfadir 160 ml
(concentrado)
etanol a cada botella  de etanol a cada
botella
Proteinasa K 6 mg 30 mg 2X75mg
Afiadir 260 pl Afadir 1. 35 ml Afadir 3.35 ml
proteinasa Buffer proteinasa Buffer proteinasa
Buffer a cada
vial

Antes de comenzar la preparacion

» Comprobar si el buffer B3, buffer B5 y proteinasa k estén preparados.
» Establecer thermomixera 56 ° C

» Antes de la elucidn, verificar que tampdn de elucion de precalentamiento sea a 70°C

1. Preparar la Muestra
¢+ Seleccionar 1 tubo de microcentrifuga y dispensar en el tubo de microcentrifuga
1ml del caldo de 48hrs
% Centrifugar durante 5 minutos a 8000 x g. Eliminar el sobrenadante.

2. Prelisis de la muestra
¢ Resuspender el sedimento en 180 il de tampon T1 pipeteando arriba y abajo.
% Afadir 25 pl de proteinasa k. Agitar vigorosamente e incuba a 56 ° C hasta obtener

una lisis completa durante 2 horas.

3. Lisis de muestra
s Mezcle las muestras. Afadir 200 ul de tampon B3 y agitar vigorosamente e incubar a
70 ° C durante 10 minutos. Mezclar brevemente.
++ Si las particulas insolubles son visibles, centrifugar durante 5 minutos a 11.000 x g y

transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga.
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4. Ajustar las condiciones de unién de ADN
¢ Afadir 210 pl de etanol (96 - 100%) para la muestra y agitar vigorosamente.
++ Después de la adicion de etanol un precipitado fibroso puede convertirse visibles. Esto
no afectard el aislamiento de ADN. Aseglrese de cargar todo el precipitado en la

columna en el siguiente paso.

5. Unién ADN
< Para cada muestra, coloque un NucleoSpin®Tissue Columna en un tubo de recogida.
¢+ Centrifugar durante 1 min a 11.000 x g.
++ Descartar el filtrado y coloque la columna de nuevo en el tubo.
% Si la muestra no se extrae completamente a través de la matriz, repetir la etapa de

centrifugacion a 11.000 x g. Deseche caudal continuo.

6. Lavar la membrana
= ler lavado
¢+ Afadir 500 pl Buffer BW. Centrifugar durante 1 min a 11.000 x g.
¢ Deseche el filtrado y coloque la columna de nuevo en el tubo de colecta.
» 2do lavado
<+ Afadir 600 pl de buffer B5 a la columna y centrifugar durante 1 min a 11.000 x g.

¢ Deseche el filtrado y coloque la columna en el tubo de recogida.
Secar membrana

¢+ Se centrifuga la columna durante 1 min a 11.000 x g.

¢+ Se elimina el etanol residual durante este paso.

7. ADN altamente puro
% Colocar la columna NucleoSpin®Tissue en un 1,5 ml en un tubo de microcentrifuga y
afadir 100 ml Buffer BE precalentado a (70 ° C).

+¢ Incubar a temperatura ambiente durante 1 min. Centrifugar 1 min a 11.000 x g.
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= NaOH- Tris/HCL

Procedimiento

1. Seleccionar 1 tubo de microcentrifuga y dispensar en el tubo de microcentrifuga
1ml del caldo de 48hrs.

Centrifugar la muestra durante 5 minutos a 12000g.

Aspirar y desechar el sobrenadante.

Afadir 100 pl de NaOH 25 mmol, dejar reposar por 10 minutos

Incubar a temperatura de 99 °C por 10 minutos

S T

Dejar enfriar durante 10 minutos.
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VII1- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Subvariable Indicador Valor Criterio
Hubo crecimiento  colonias pequefias,
Capacidad de bacteriano. negras y rodeadas de
Oxford hidrolizar la un halo negro
esculina.
No hubo
crecimiento -
bacteriano.
Determina la Colonias azul
accion Hubo crecimiento  turquesa (positivas a
_ cromogénica de bacteriano la PI-PLC) sin halo
Cromogenic fosfolipasa C amarillo (negativo a la
Aislamiento i especifica para xilosa).
Convencional fosfatidilinositol No hubo
de Listeria (PI-PLC) y el uso crecimiento
monocytogenes de xilosa bacteriano -
segin FDA-
BAM Formacion de un halo
rectangular de hemolisis
Permite determinar Positivo acentuada a la parte
Prueba de CAMP la actividad cercana al inoculo de S.
Test hemolitica de aureus.
Listeria No hubo formacion del
monocytogenes Negativo halo rectangular de
hemolisis.
Capacidad de un Viraje de color del
Fermentacion de microorganismo de Positivo medio de violeta a
Carbohidratos fermentar los amarillo
carbohidratos
produciendo acido Negativo No hay cambio de color
0 gas visible.
Meétodo de Extraccion y Positivo Curva de amplificacion
extraccion Nudcleo amplificacion de un eficiente ARN mayor
Spin® Tissue fragmento de ADN 0.1
Deteccion de especifico de Negativo
Listeria Listeria No amplificacién
monocytogenes monocytogenes
por PCR en Método de Extracciéon y Positivo Curva de amplificacion
Tiempo Real. extraccion NaOH-  amplificacion de un eficiente ARN mayor
Tris/HCL fragmento de ADN 0.1
especifico de Negativo
Listeria No amplificacién
monocytogenes
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IX-ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

1. Aislamiento de Listeria monocytogenes en queso fresco artesanal segun la norma
internacional FDA-BAM.

Con respecto al aislamiento de Listeria monocytogenes esta no se logro aislar en las 100
muestras analizadas. En investigaciones realizadas por Guerra M, Bernardo F, 2001,
demuestran que en el queso fresco predominan bacterias lacticas que son parte de la flora
bacteriana normal de este producto, las cuales pueden inhibir el crecimiento de este
patégeno durante el proceso de fermentacion debido a la sintesis de &cidos orgéanicos,
diacetil, peréxidos de Hidrogeno, y bacteriocinas que tienen efectos antagdénicos contra
Listeria monocytogenes compitiendo por nutrientes. Otra posibilidad es la teoria de la
seleccion natural la cual explica que un microorganismo o individuo al no poder
desarrollarse o reproducirse sera desplazado por aquel que tiene la capacidad de herencia,
variacion y reproduccion diferencial dando como resultado la evolucion de este por
seleccidn natural, dado que Listeria monocytogenes no se encontré en los quesos frescos, la
supresion de este pudo haber inducido la seleccion natural de otras cepas bacterianas entre
ellas: bacterias lacticas y Escherichia coli. Por otro parte Okovic C y Colaboradores
afirman: que los quesos que se expenden al aire libre en forma ambulatorio y expuestos a la
irradiacion solar casi directa, pierden la humedad y por tanto provocan el endurecimiento
del producto; condicion donde la probabilidad de encontrar este microorganismo es nula.
Alpas y Col.,, 1998 también hacen mencién que la pérdida de viabilidad de L.

monocytogenes se incrementa con el aumento de la presién, la temperatura y del tiempo.

[41]



Con la realizacion del presente estudio se comprobd que la prevalencia de este
microorganismo en este tipo de alimento en el sector del mercado Ivdn Montenegro fue
ausente. En relacion a otros estudios realizados como el de Colombia en el 2006 en queso
fresco en el Mercado Caqueza Cundinamarca encuentra un 13% de Listeria
monocytogenes, en Perd (2003) se logra aislar en un 4%, Bolivia en el 2005 lo aisla en un
17%, y Chile en el 2013 con la realizacion de nuevas investigaciones la reporta con un
22%.

Observandose la diferencia que existe en lo que se refiere a presencia de esta bacteria en
nuestro pais resultando estos datos satisfactorios debido a la ausencia de Listeria
monocytogenes en los quesos crudos elaborados artesanalmente y comercializados en el

mercado Ivan Montenegro, Nicaragua.

Sin embargo se logro aislar dos especies de Listeria no patdgenas para el ser humano como
Listeria innocua (3%) y Listeria welshimeri (2%) las cuales se identificaron mediante el
empleo de la prueba Camp-Test y la Fermentacion de Carbohidratos como Xilosa,
Ramnosa y Manitol, es importante mencionar que ambas especies se han descrito como
mesdfilos, que funcionan en una amplia gama de temperatura las cuales oscilan entre 30°C
a 37°C grados por lo que se lograron aislar en nuestro pais. EI empleo de las cepas
controles Listeria monocytogenes ATCC-7644 y el lograr aislar dos de las especies de
Listeria, nos indica que el método utilizado segin la norma FDA-BAM es adecuada para el
aislamiento de esta. Sin embargo por otra parte nos confirma que el queso consumido es
inocuo para el microorganismo de interés. No obstante la evidencia encontrada de las dos
especies, no descarta la probabilidad de que este producto en un futuro sea contaminado por
Listeria monocytogenes; debido a que estas comparten el mismo habitat y que el queso

siempre serd un vehiculo potencial para el desarrollo de dicho microorganismo.

[42]



2. Deteccidn de Listeria monocytogenes por PCR en Tiempo Real como prueba de

tamizaje.

Debido a la tecnologia que utiliza el PCR en Tiempo Real se reconoce como una valiosa
herramienta en el andlisis de muestras de alimentos gracias a su alta especificidad y
sensibilidad; ya que brinda resultados confiables en un tiempo no mayor de 48 horas, lo que
beneficia a las empresas privadas las cuales obtendran resultados en menor tiempo y de
igual manera al laboratorio, reduciendo el trabajo laborioso a diferencia del cultivo
convencional que tiene una mayor duracion (12 dias) para el diagnostico definitivo de

Listeria monocytogenes.

Con la realizacion de este estudio logramos calcular solamente la Especificidad (100%) y el
Valor Predictivo Negativo (100%) debido a la ausencia de Listeria monocytogenes en
nuestra investigacion. Un estudio similar fue realizado en San Jose Costa Rica en el afio
2010 donde no detectaron por medio de esta técnica molecular la presencia de Listeria
monocytogenes en quesos frescos artesanales encontrandose también un 100% de
especificidad, permitiéndonos la PCR Tiempo Real para Listeria monocytogenes
diferenciar los géneros bacterianos y las especies del mismo género. Esta alta especificidad
también se corrobord con los resultados obtenidos en el aislamiento, cuando a nivel de
cultivo se obtuvieron colonias con una morfologia semejante a la de L. monocytogenes y
que correspondieron bioquimicamente a L. innocua y L. welshimeri, pero la amplificacion

de las bandas especificas resulté negativa.

La implementacién de la PCR Tiempo Real del Kit de Sondas Tagman para la deteccion de
Listeria monocytogenes también es efectiva debido al uso de controles internos dentro de
cada muestra asi como también del uso de un control externo producto de una cepa de
Listeria monocytogenes ATCC-7644. Siendo promisorio por lo tanto la implementacién de
esta técnica molecular como una valiosa alternativa para la deteccion de Listeria
monocytogenes en alimentos, por su especificidad y rapidez, sobre todo a la hora de

distribuir productos inocuos para el mercado consumidor (Ver Graficol).

[43]



Grafica 1. Amplificacion de las muestras de Listerias monocytogenes realizadas por PCR-
Tiempo Real
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Con respecto a los métodos de extraccion utilizados: Nucleo Spin Tissue e Hidroxido de

Sodio estos no fueron evaluados debido a la falta de positividad dentro de nuestro estudio.
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X- CONCLUSIONES

+ Se analizaron por medio del Método Estandar Internacional FDA-BAM, un total de 20 lotes
(100 muestras) de queso fresco artesanal del Mercado Ivan Montenegro, de las cuales todas
las muestras resultaron negativas para el aislamiento de Listeria monocytogenes lo que

correspondio al 100% del total de las muestras analizadas.

+ En relacién a la técnica de PCR en Tiempo Real para la deteccion de Listeria

monocytogenes en queso fresco artesanal se obtuvo un 100% de muestras negativas.

[45]



XI- RECOMENDACIONES

CNDR-MINSA

Implementar el uso del medio cromogeénic Listeria para el aislamiento convencional ya que
este recupera mejor colonias presuntivamente sospechosas de Listeria spp y suprime mejor

la flora competitiva.

Realizar nuevos estudios de Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales
expendidos en los diferentes Mercados del Pais para determinar la frecuencia de este
microorganismo y de esta forma evaluar la Sensibilidad y el Valor Predictivo Positivo de
esta prueba.

Utilizar la técnica molecular PCR en Tiempo Real como prueba de tamizaje para la

deteccion de Listeria monocytogenes en queso fresco artesanal.

[46]
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ANEXOS 1: AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MUESTRAS POSITIVAS
PARA LISTERIA SPP

Pesaje de La Muesfra Medie de Enriquecimiento

 BLEB

Antibioticos utilizades Medios Utilizados
OXF

Método de Extraccion

ASC



Listeria welshimeri

Listeria innocua







Anexo 2: Deteccion de Listeria monocytogenes por PCR en Tiempo Real.

Protocolo para la reparacion de muestras de DNA para cultivos de
bacterias

HIDROXIDO DE SODIO

Caldo de enriquecimiento

Pipetear 1 ml en un tubo tapon de rosca / microcentrifuga

Centrifugar 5 minutos a 1200 g

Resuspender agregando 100 pl de NaoH 25 mmol

dejar reposar por 10 min

Incubar a 99 °C por 10 minutos

Centrifugar 5 minutos a 1200g

Agregar 100 ul tris/hcl 80 mmol y mezclar

Centrifugar 5 minutos a 12000 g

Utilizar el sobrenadante para la realizacion del PCR



EXTRACCION DE ADN NUCLEOSPIN ® TISSUE

1. Preparacion de la muestra 6. Lavados
—  -Dispensar un 1 ml a partir del - 1%avado: Afadir 500 pl
g medio de enriquecimiento BLEB
-Centrifugar... Buffer BW.
«=- Centrifugar durante 1 min a
2. Pre lisis de la muestra 11.000 x g, descartar el
- Resuspender el sedimento en 180 filtrado.

@‘ ulde T1 - 2%lavado: - Afiadir 600 pl de

-Afadir 25 pl de proteinasa K. buffer B5 a la columna

-Incubar a 56° C durante 2 h. <> Centrifugar durante 1 min a

3. Lisis de muestra 11.000 x g, descartar el

- Afiadir 200 pl de B3 filtrado.

U - Incubar a 70°C durante 10 ~ /- Secar membrana
minutos. - Se centrifuga la columna

4. Ajustar las condiciones de = durante1minall.000xg.

union de ADN
g - Afiadir 210 pl de etanol (96 - 8. ADN altamente puro.
100%) - Colocar la columna
5. Union ADN NucleoSpin ® Tissue en un

tubo de microcentrifuga.
Afadir 100 pl Buffer BE
precalentado a 70 ° C.

- Coloque wuna columna
NucleoSpin ® Tissue en un

tubo.
- Centrifugar durante 1 min a - Incubar a temperatura ambiente

11.000 x g, descartar filtrado. durante 1 min. Centrifugar 1
mina 11.000 x g.



Equipos Utilizados

Termomixer

Centrifugadora



Tabla 1: Aislamiento de Listeria monocytogenes en queso fresco artesanal

Listeria monocytogenes Listeria spp
Negativo 100% 95%
Positivo 0% 5%
total 100% 100%

Tabla 2: Deteccion de Listeria monocytogenes por PCR en Tiempo Real

Positivos 0 0 0
Negativos 0 100 100
Total 0 100 100
Porcentaje
Especificidad (%) 100%

Valor Predictivo Negativo (%) 100%

Norma Técnica Obligatoria Nicaragtiense (NTON-03-065-06)

Requisitos microbiol6gicos

Staphylococcus aureus, UFC/cm 5 1 10 10
Coliformes totales, UFC/cm® 5 2 200 500
Coliformes fecales, UFC/cm® 5 1 10 10
Escherichia coli, UFC/cm® 5 0 0 0
Listeria monocytogenes en 25gramos 5 0 Ausencia  Ausencia
Salmonella en 25 gramos 5 0 Ausencia  Ausencia

(1) n:ndmero de muestras que deben analizarse.

(2) c: nimero de muestras que se permite que tengan un recuento mayor que m pero

no mayor que M.
(3) m: Recuento maximo recomendado.
(4) M: Recuento maximo permitido.



Anexo 4: Calculo para el tamafio y seleccion de la muestra.

i Daosyrssunadosl

o

ular———— ~Precision absoluta (%)
@ Tamafio de muestra Minimo 1.000

Proporcicn esperada (%) [ 15000 Maxiimo 3.000

© Precision Incremento 2.000

Efecto de disefio

Tamafio poblacional: 117
Proporcién esperada: 15.000%
Nivel de confianza: 95.0%

Efecto de disefio: 1.0

Tamaiio poblacional 17

Precisién (f§) Tamafio de muestra

1.000 115
3.000 97

e
Archlvo Edicién Vctodos  Utilidades  Ayuda

| Datos y resultados I

Archivo de trabajo: Tamaiio poblacional

Tamafio de muestra




Anexos 3: Mezcla de PCR en Tiempo Real para Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Faststar applied Biosystem 5 1x
10x Exo control interno positivo 1 1x
50x Exo DNA CIP 0.2 1x
Primer 50 LMrt3F 0.6 0.4
Primer 51LMrt3R 0.6 0.4
Sonda Listp 10um 0.4 0.25
Agua 1.2
Muestra 1
Total 10ul

Novel de PCR en Tiempo Real basado en el método de deteccién de Listeria monocytogenes en alimentos K. aravcova, T. Kuchta y
Kadi Kova.
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GLOSARIO

Aerobio: adj. biol. Dic. Del organismo que necesita oxigeno libre en el medio ambiente
para subsistir.

Abrupta: adj. Escarpado.

Anaerobio: m. BioL. Microorganismo que es capaz de vivir sin la presencia de

oxigeno libre. Proceso que se desarrolla con ausencia total de oxigeno, como la

fermentacion.

Ataxia: f. Calma, tranquilidad, moral.

Biopelicula: Es un ecosistema microbiano organizado, conformado por uno o varios
microorganismos asociados a una superficie viva o inerte, con caracteristicas

funcionales y estructuras complejas.

Circunscrito: Reducido a cierto limite.

Dorsalgia: Llamamos dorsalgia al cuadro de dolor situado en la regién dorsal o

torécica, de causa variable.

Escinde: Dividir, separar.

Extraccion ADN: Constituye la primera etapa de la mayoria de los estudios de biologia
molecular y de todas las técnicas de recombinacion de ADN. Permiten obtener acidos
nucleicos purificados a partir de diversas fuentes para después realizar analisis
especificos de modificaciones genéticas mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Filogenética: Se ocupa de determinar la filogenia, y consiste en el estudio de las
relaciones evolutivas entre diferentes grupos de organismos, utilizando matrices de

informacién de moléculas de ADN y de morfologia.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ecosistema
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo

Fluorescencia: La fluorescencia es un tipo particular de luminiscencia, que caracteriza
a las sustancias que son capaces de absorber energia en forma de radiaciones
electromagnéticas y luego emitir parte de esa energia en forma de radiacion

electromagnética de longitud de onda diferente.

Fungird: Actuar, funcionar, desempefiar un cargo.

Gelsolina: f. Proteina globular, encontrada en macréfagos y amebas, que impide la
polimerizacion de los filamentos de actina, convirtiendo el citoplasma celular de estado
Gel a estado sol y, por tanto, haciendo mas fluido el citoplasma celular.

Hemiparesia: Se refiere a la disminucion de la fuerza motora o paralisis parcial que
afecta un brazo y una pierna del mismo lado del cuerpo. Es la consecuencia de una
lesion cerebral, normalmente producida por una falta de oxigeno en el cerebro.

Miliar: adj. Del tamafio o forma de un grano de mijo.

Mureina: Péptido glucano que contiene acido mesodiamino pimélico que se encuentra
fijo a la membrana celular por el acido teicoico y el acido lipoteicoico presentes en la

membrana celular.

Pate: s. m. Pasta comestible hecha de carne o higado picados y condimentados,

especialmente de pato, cerdo o pescado.

Promisorio: adj. Que conlleva una promesa.

Rinitis: s. f. Inflamacidén de la mucosa nasal.

Sideroforos: Es un compuesto quelante de hierro secretado por microorganismos.

Sonda: Fragmento de ADN de pequefio tamafio, usado en biologia molecular como

herramienta para detectar la presencia de ADN o ARN de secuencia complementaria

parecida o igual. Marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor.


http://es.wikipedia.org/wiki/Quelante
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo

ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxiribonucleico.
ADF: Factor Despolimerizador de Actina.
AOAC: Asociacion Oficial de Quimicos Analitica.
BLEB: Buferd Listeria enriquecimiento.
Ct: Nivel umbral(Threshold cycle).
dNTPs: Dinucleotidos trifosfatado.
FDA: Administracion de Drogas y Alimento de los Estados Unidos.
FSIS: Servicio de Inspeccion y Seguridad Alimentaria.
IC: Control Interno.
LLO: Listeriolisina O.
LPM: Litio/feniletanol/moxalactam.
Mpl: Metaloproteasa.
PI-PLC: fosfotidilinocitol fosfolipasa C especifica.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
RFLP: Analisis de Polimorfismo de Longitud de los fragmentos de Restriccion.
Spp: Especies.
USDA: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.





