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RESUMEN

En ¢l presente estudio se determiné Iz variabilidad genética de cepas de Listeria monocytogenes aisladas de leche cruda
procedentes de 11 ganaderias lecheras que expenden este producto alimenticio en Lima. Se tomaron 250 unidades de
muestra equivalentes a 50 muestras de leche cruda segin las indicaciones de la FDA y se sembraron en Jos medios
especificos Oxford y Palcam. L. monocyfogenes fue aislada en o 8% (4/50) de las muestras analizadas procedentes dos
de Puente Piedra y dos de Lurin. En el 4% (2/50) de las muestras se encontré Listeria spp. Se aislaron 4 colonias por
muestra positiva obteniendo un total de 16 aislados de L. monocyfogenes, éstos fueron identificados par pruebas
bioguimicas vy lareaccionen cadena de la polimerasa. Los aislados de L. monocylogenes fueron genotipificados por la
técnica del ADN polimériico Amplificado al Azar (RAPD) utilizande 10 cebadores de secuencia arbitraria. Los perfiles
de RAPD fueron muy homogéneos en las 16 cepas, generando tan s6lo tres genotipos denominados, II y III a los cuales
pertenecen 4, 10y 6 cepas respectivamente, similares genotipos se obtuvieron en cepas de L. monocytogenes procedentes
de muestras clinicas de humanos. Bl £2.5 % (10/16) de cepas de L. monocylogenes aisladas de leche cruda de las
ganaderias de Lima se agrupan mediante 1a técnica del RAPD en el genotipo IL

Palabras clave: Lisferia menocytogenes, leche cruda, PCR, RAPD, ganaderias lecheras, Lina.

SUMMARY

In the present study it was determined the genetic variability of Listeria monocyfegenes strains isolated of raw milk from
11 dairy farms that sell this nutritional product in Lima. 250 units of sample equivalent to 50 raw milk samples were
taken according to FDA rules and they were streaked on the specific Oxford and Palcam media. L. monocytogenes was
isolated in 8% {4/50) samples, 2 of Puente Piedra and 2 of Lurin. In 4% {2/50) of the samples was got Listeriz spp. By
positive sample 4 colonies were faken obtaining a total of 16 L. monocylogenes isolates, these were identified by biochemical
tests and the polymerase chain reaction. L. monocytogenes strains were genotyping by the technique of the Random
Amplified Polimorphic DNA (RAPD) using 10 primers of arbitrary sequence. The RAPD profiles were very homogenous
in the 16 isolates, generating only three genotypesnamed I, IT and IH to which belong 4, 10 and 6 isolates respectively,
similar genotypes were obtained in L. monocytogenes strains coming from clinical samples of humans. The 62,5 % (10/
16) of L. monocytogenes strains isolated of raw milk of dairy farms from Lima are grouped by RAPD technique in
genotype IL
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INTRODUCCION extremas de temperatura, concentracién de Q,y

pH. La capacidad de la bacteria para sobrevivir
en el interior o en la superficie del alimento en
condiciones adversas por tHempos prolongados
y crecer a temperaturas bajas de 2 a 4°C han he-
cho de L. monocytogenes una preocupacion prin-

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positi-
vo, adquirido por medio de los alimentos y cau-
sante de meningitis, septicemia, encefalitis, abor-
tos, partos prematuros que el 30% de casos son

mortales, afecta preferentemente a gestantes, re-
cién nacidos, ancianos y a individuos con el sis-
tema inmune debilitado o con tratamientos pro-
longados (1).

L. monccytogenes es un microorganismo muy pe-
culiar ya que resiste a condiciones ambientales

*ir. Puno 1002 Lima }. PERU

cipal para la Salud Piblica e Industria
agroalimentaria en la ¢ltima década (2, 3, 4).

La leche y quesos artesanales constituyen exce-
lentes medios de cultivo y proteccién para de-
terminados microorganismos sobre todo para las
bacterias patdégenas cuya multiplicacién depen-
de principalmente de la temperatura y de la pre-
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sencia de otros microorganismos competitivos o -

de sus metabolitos. En este tipo de productos se
han descrito el mayor ndmerc de brotes de
listeriosis por lo que son considerados alimentos
de alto riesgo y de andlisis continuo (5, 6,7, 8, 9,
10}

El notable desarrollo de técnicas alternativas a las
tradicionales, como los métodos de biologia
molecular, han permitido la identificacién y
tipificacién de L. monocytogenes utilizando proce-
dimientos rdpidos; sin embargo, algunas de es-
tas técnicas no son convenientes para andlisis ru-
tinario, debido 2 que requieren equipos
sofisticados y personal altamente capacitado. La
técnica del ADN polimérfico amplificado al azar
(RAFD) presenta un alto poder discriminatorio y
un menor grado de dificultad por lo que se ha
usado con éxito en la caracterizacién de L.
monecytogenes poT numerosos investigadores (11,
12,13, 14, 15, 16,17).

Con el objetive de determinar la variabilidad
genética en cepas de L. monocytogenes aisladas de
leche cruda procedentes de los principales esta-
blos de Lima, se aislo esta bacteria en los medios
selectivos Oxford y Palcam, se identificé median-~
te las pruebas bacteriolégicas convencionales y
la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa {PCR);
ademds sc caracterizaron por el RAPD utilizan-
do 10 cebadores de secuencia arbitraria con la fi-
nalidad de identificar los genotipos circulantes
para una mejor vigilancia y control
epidemioldgico.

MATERIAL ¥ METODOS

Cepas. Listeria monocytogenes ATCC 19118, L
monocytogenes ATCC 15313, Staphyiococeus aureus
ATCC 25923, Rhodococcus equi ATCC 6939,
Escherichia coli ATCC 43887 y 5 cepas de L.
monocytogenes aisladas de muestras clinicas de
humanos denominadas: Ime1, lmc2, Imc3, Imc4,
Imc5.

Toma de Muestras. Se tomaron 50 muestras de
leche cruda en diferentes establos del departamen-
to de Lima (Tabla 2). Una muestra estuvo consti-
tuida por 5 unidades de 25 mililitros cada una.
Estas 250 unidades de muestra se llevaron 2l la-
boratorio en recipientes estériles, refrigerados y
se procesaron dentro de las 24 horas de colecta-
das.

Aislamiento de L. monocyfogenes. Se utilizé la
metodologia sefialada en el Manual de Bacterio-
logia Analitica de la FDA {Food and Drug
Administration) para el aislamiento e identifica-
cion de Listeria momocytogenes (18), que consistio
bisicamente en afiadir 25 m! de una mezcla de 5
unidades de leche cruda a 225 ml del caldo de
enriquecimiento para Listeria, se homogenizé en
un equipo Stomacher durante 30 segundos y se
Hevé a incubacién a 30°C por 48 h. Después de
este tiempo de incubacidn se sembrd por estria en
los agares Oxford y Palcam y se incubd a 35°C de
24 h a 48 h. Se seleccionaron 4 colonias sospecho-
sas por muestra y 2 por medio selectivo; y se sem-
braron en agar tripticasa soya conteniendo extrac-

Tabla. 1. Caracteristicas de los cebadores utilizados en ¢l RAPD

Nombre

Secuencia Tamafio{bases) Ty (2CH*
OPA-03 | AGTCAGCCA 10 36
OPA-DA CCTCCCTRAC 14 36
QPA-17 | GACCGCTTGT 10 36
OMP-01"] GTTGGTGGCT 10 36
Daf4" CGGCAGCGCC 10 36
P1254% | CCGCAGCCAA 10 36
Mi132v GAGGGTGGCGGTTCT 15 50
PJ118™ TCTTCGTGCIGTITCTG 17 50
PJ108" GCTTATTCTTGACATCCA 18 50
M13% GTTCTAAAACGACGGCCAGT 20 50

* Tw» = Temperatura de hibridacién
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Tabla 2. Aislamiento de Lisferia monocytogenesde leche cruda segiin lugar de procedencia

y medio selectivo.

Lugar de procedencia] N2 de muestras| Agar Oxford Agar | Palcam
Cafiete 6 1/6 {a*, b*) 0/6

Chancay 3 0/3 0/3

Chorrillos 1 0/1 0/1

Huachipa 6 0/6 0/6

Huacho 7 0/7 0/7

Huaral 5 0/5 0/5

Huaycan 1 0/1 0/1

Lurin 8 2/8 {c.d, g, h)| 2/8 {e, £, ij)
Pachacamac 1 0/1 0/1

Puente Piedra 6 3/6 (k,Lo,p,s*t)| 2/6 | (mn,q,r1)
Trapiche 2 0/2 0/2

Las letras mindsculas entre paréntesis indican los nombres de los aislados de Listeria monocytogenes

y (¥) L inocua por pruebas bacteriolégicas

to de levadura al 0.6% a 30°C de 24 a 48 h. se
hicieron 3 cultivos sucesivos a cada aislado y se
conservaron con glicerolal 20% y en congelacién,

Pruebas bacteriolégicas. De acuerdo a las reco-
mendaciones del Manual de Bacteriologia Anali-
tica (Bacteriological Analytical Manual: BAM) (18)
se hicieron las siguientes pruebas: Tincion Gram,
movilidad, catalasa, nitratos, hemdlisis, fermen-
tacién de carbohidratos {glucosa, esculina,
maltosa, ramnosa, manitol y xilosa) y la prueba
de Christie, Atkins Munch-Peterson (CAMP).

PCR. Los aislados identificados como L.
monocytogenes por pruebas bacteriolégicas se cul-
tivaron en caldo tripticasa soya a 35°C durante
18h, se cosecharon por centrifugacion y se extra-
jo y purifico el ADN genémico segin el método
descrito por Zavaleta vy col.(19) La técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se rea-
lizé usando los siguientes iniciadores descritos:
5"-TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3" y 5°-
CAAACTGCTAACACAGCTACT-3" disefiados a
partir del gen iap (20).

El volumen final de reaccién fue de 50 pul conte-
niendo buffer PCR 1X, MgCl, 1,5 mM,
deoxinucledtido trifosfato 200 uM, Tag ADN
polimerasa 1 U, iniciadores 20 pmol de cada uno
y ADN genémico 50 ng. La amplificacién del ADN
se hizo en el termociclador Perkin Elmer 2400 y
las condiciones de reaccion fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 min., se--

guido de 35 ciclos (desnaturalizacién 94°C por

45 seg., hibridacién 55°C por 45 seg. y
polimerizacién a 72°C por 45 seg.} y 1 ciclo final
de polimerizacién de 72°C por 7 minutos.

Se utilizaron como controles negativos ADN de
Escherichia coli ATCC 43887, y como control posi-
tivo ADN de Listeria monocyiogenes ATCC 19118,
L. monocytogenes ATCC 15313 y de cinco cepas de
L. monocytogenes procedentes de muestras clini-
cas de humanos. Los productos de PCR se some-
tieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
utilizando buffer tris- borato-EDTA.

RAPD. Se utilizaron 10 cebadores de secuencia
arbitraria descritos previamente cuyas caracteris-
ticas se presentan en la tabla 1. Las condiciones
de reaccion fueron similares a las de la PCR antes
descrita, a excepcion de la temperatura de hibri-
dacién que varié segiin el tamafio del cebador y la
concentracion de MgCl, que cambiode 1.5 mM a
2.5 mM.

Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % en bu-
ffer TBE 1X usando como marcadores de peso
molecular Hyperladder 1 y II (Bioline Inc.).

Anilisis de datos. Los perfiles de ADN fueron re-
gistrados en una cdmara fotografica polaroid y
analizados visualmente. Los perfiles de RAPD se
consideraron idénticos o diferentes en base al'nii-
mero y al tamafio de los fragmentos de ADN ob-
servados en las fotografias obtenidas de los geles
para cada cebador.
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RESULTADOS

Aislamiento e identificaciéon de L.

monocyfogenes

En los medios selectivos Palcam y Oxford se aisid
L. monocytogenes en 4/50 muestras de leche cruda
analizadas (Tabla 1). El medio Oxford también
permitié aislar L. innecua (segin las prucbas
bacteriolégicas) en 2 muestras de leche adiciona-
les a las anteriores.

L. monocytogenes, bacteria emergente fue aislada
en el 8 % de muestras de leche cruda proceden-
tes de diferentes establos productores de Lima
(Tabla 2). De las 4 muestras positivas para L,
monogytogenes se obtuvieron 16 aislados que pre-
sentaron caracteristicas morfolégicas y cultura-
ies similares a L. monocytogenes de coleccidn y a
las de origen clinico. Todos los aislados presen-

taron reaccién positiva para Gram, catalasa,
CAMP, movilidad, fi hemGlisis e hidrélisis de
ramnosa, maltosa, esculina, glucosa pero no
hidrolizaron manitol ni xilosa.

Las cepas de L. monocytogenes fueron confirma-
das por PCRutilizando cebadores especificos di-
seflados a parlir del gen iap descritos por Dubert
y col. 1999, El preducto amplificado midid 660
pb para todas las cepas de L. monocytfogenes ais-
ladas v de coleccion.

Genotipificacién de L. monocytogenes

Se utilizo ¢l RAPD con 10 cebadores de secuen-
cia arbitraria previamente descritos {tabla 1},
cada cebador produjo perfiles de bandas diferen-

Tabla 3. Pruebas bioquimicas y moleculares utilizadas en la identificacion y caracterizacion

de Listeria monocytegenes

Aislado Xil Man Ram Mal Esc Gluc f-hemo PCR RAPD
a - - - + + + - - nd
b - - - + + + - - nd
¢ - - + + + + + + I
d - - + + + + + + I
e - - + + + + + + I
f - - + + + + + ¥ I
g - - + * + + + + i1
h - - + + + + + + i
i - - + + + + + + I
] - - + + + + + + II
k - - + + + + + + 111
1 - - + + + + + + 11
m - - + + + + + + I
n - - + + + + + + H
o - - + + + + + + Hi
p - - + + + + + £ il
q - - + + + + + + il
;- - - + + + + + + I
s - - - + + + - - nd
t - - - + + + - - nd

Xil, xilpsa; Man, manosa; Ram, ramnosa; Mal, maltosa; Esc, esculina; Glu, glucesa; B-hemo, beta-hemdalisis; PCR,
cebadores especificos para Lmonocytogenes, nd, no determinado; +, reaccidn positiva; -, reaccidn negativa
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Figura 1. Productos del ADN Pelimérfico Amplificado al Azar en cepas de L.
monacytogenes obtenidos con el cebador M132. Linea (cepa): 1, mal; 2, ma2; 3,
ma3; 4, mad; 5, mab; 7, ATCC; 8, ATCC 7: 9, mel; 10, me2; 11, me3; Linea 6,
Hyprerladder 11,

tes, pero muy similares para los 16 aislados, asi
en la figura 1 se observa 2 perfiles de bandas
obtenidos con el cebador M132 para cepas pro-
cedentes de leche cruda de Lurin y unoc para las
de Puente Piedra, estos perfiles son similares a
los obtenidos de las cepas de origen clinico.

Los perfiles del RAPD con los 10 cebadores de
secuencia arbitraria mostraron un total de 51
fragmentos de ADN entre (.2 kb y 3 kb generan-
do los genotipos denominados I, Iy Il en este
trabajo correspondiendo cuatro, diez y dos ce-
pas respectivamente. Las cepas obtenidas de
Puente Piedra perterecen seis y dos a los
genotipos Il y I respectivamente; las de Lurin
cuatro pertenecen al genotipo I y cuatro al
genotipo Il (Tabla 3). La reproducibilidad de la
técnica del RAPD se determind realizando las
reacciones por triplicado y separando los pro-
ductos amplificados por electroforesis en gel de
agarosa.

DISCUSION

El incremento en los ditimos afios de brotes de
listeriosis y su asociacién con el consumo de ali-
mentos listos para consumir de diferentes orige-
nes, han incentivado estudios continuos para
una mejor vigilancia y control. Los productos
lacteos forman parte de estos alimentos, siendo
ta leche cruda ta de mavor consumo en zonas
rurales y urbanas; y la utilizada como insumo
para la elaboracién de diferentes productos.

Los medios de cultive Palcam y Oxford son con-
siderados efectivos y selectivos para el aisla-
miento de L. monocytogenes en alimentos con flo-
ra microbiana nativa o contaminante. Sin em-
bargo, el medio Oxford permitié el aislamiento
de L. monocytogenes y Listeria spp en muestras de
leche cruda, similares resultados obtuvo Harvey
y Gilmor (9} al estudiar la presencia de Listerig
en leche cruda y productos lacteos en Irlanda.

L. monocytogenes se aisld en el 8% de muestras
analizadas, porcentaje similar a los obtenidos
en diferentes investigaciones previamente des-
critas como Hayes y col., (8) y Lovett y col,, (22)
en Estados Unidos, donde aislaron esta bacteria
en el 12,0 % v 4,2 % de muestras de leche cruda
respectivamente, Otros estudios realizados en
diferentes paises presentan variacién en la inci-
dencia de Listerin en este tipo de alimento, asi,
en Canad4d, Sudafrica y Bscocia se describieron
12.4%; 7,6% y 4,0 % respectivamente (9).

L.a contaminacién de la leche cruda con L.
sronocytogenes proviene del animal y el ambien-
te; y de ofras fuentes de contaminacion como son:
ensilado, heces, agua, utensilios de ordefio v ma-
nipulacién lo que permite recomendar hdbitos
de ordefio y condiciones de higiene controladas
a los establos que expeaden leche cruda {4).

El uso del RAPD con 10 cebadores de secuencia
arbitraria generaron perfiles homogéneos en las
16 cepas de L. monocylogenes aisladas de leche



14 Genotipificacién de cepas de Lisferia monocyfogenes aisladas de beche cruda de
diferentes ganaderfas de Lima mediante el ADN polimérfice aplicade al azar

cruda de las ganaderias de Puente Piedra y Lurin
encontrando tan solo tres genotipos, E1 25.0% (4/
16), 62.5% (10/16) y 12.5% (2/16) pertenecen a
ios genotipos I, I y I respectivamente indican-
do la presencia de tres genotipos en las mues-
tras de leche cruda de las ganaderias de Lima
estudiadas siendo el genotipo I, el predominan-
te y el mas disperso por encontrase en muestras
de leche de Lurin y Puente Piedra e incluso en
las cepas obtenidas de pacientes con listeriosis

(Fig1.).

La mayoria de cebadores descritos en 1a tabla 1
han sido utilizados por diferentes investigado-
res para caracterizar cepas de L. monocyfogenes
aisladas de ambientes, alimentos, y muestras
clinicas. El cebador mas descrito y que presentd
el mayor ndmero de perfiles es OMP1 (11, 17), en
este estudio utilizandc el mismo cebador los 16
aislados fueron agrupados en 3 perfiles, apoyan-
do la baja diversidad genética de las cepas de L.
monocytogenes aisladas,

Conclusiones: se encortrd que las 16 cepas de L.
monocyfogenes aisladas de leche cruda se agru-
pan en tres genotipos, siendo el genotipo I el
predominante y disperso, ya que refine el 62.3 %
{10/16} aislados procedentes de Lurin, Puente
Piedra e incluso de muestras clinicas de huma-
nos. Estos resultados estimulan la realizacion
de mayores estudios para determinar si este
genotipo esta distribuido en productos relacio-
nados o de otros origenes y si esta asociado a los
casos de listeriosis reportados en los hospitales,
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