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1.0 RESUMEN

La presencia de patégenos en alimentos causa a nivel mundial mas de 6 millones de hospitalizaciones
y aproximadamente 9 mil muertes cada afio. Uno de los principales patégenos relacionados con las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) es Listeria Monocytogenes (LM), responsable de la
listeriosis. Si bien es una enfermedad relativamente poco comun, el 27% de las muertes son
causadas por esta bacteria.

LM es un aerobio facultativo, ubicuo, crece en un amplio rango de pH, y a temperaturas de
refrigeracion. Estas caracteristicas hacen de LM un patégeno de dificil eliminacién en la industria
de alimentos y sobre todo en la industria carnica. Entre las estrategias utilizadas para controlar
patégenos en carnes esta la aplicacion de &cido lactico (AL) que posee efectos bacteriostaticos y
bactericidas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del AL sobre el crecimiento de cepas de Listeria
aisladas de planta frigorifica. Para ello se tomaron muestras en dos establecimientos frigorificos:
F1y F2. En F1 se muestrearon 12 medias reses, se tomd un corte de asado y muestras de recortes
al final del proceso del desosado. En el establecimiento F2 se tomaron 8 muestras de recortes de la
sala de desosado.

Sobre la superficie de medias reses se estudiaron los siguientes microrganismos indicadores: S.
aureus, Coliformes, Enterobacterias y Mesofilos Aerobios totales. Todos presentaron recuentos varios
6rdenes de magnitud por debajo de los limites establecidos por las normativas vigentes,
confirmando el buen manejo de las medias reses durante la faena en la planta frigorifica.

Por otra parte, también se realizé busqueda de Listeria spp. sobre las medias reses muestreadas y
en las muestras tomadas de F1 y F2. Sobre la superficie de las medias reses no se recuperd
Listeria spp., sin embargo todas las muestras de carne analizadas presentaron Listeria spp.
Posteriormente, se identific6 género y especie de cada aislamiento mediante PCR convencional y
multiplex respectivamente. De los 35 aislamientos 29 fueron de Listeria innocua (LI) y 6 LM.

Para evaluar el efecto del AL en el crecimiento de Listeria en microplaca, se seleccionaron 12 aislados
de LI (L1, L2, L3, L4, L10, L23, L29, L38, L40, L44, L45, L46) y 6 de LM (L11, L20, L21, L22, L28,
L43). Se observo que AL 0,3% inhibié el crecimiento de todos los aislados y a 0,7% no permitio el

crecimiento.

En carnes inoculadas con LM (L20), envasada al vacio y conservada a 4°C, se observé que siny con
5% AL, a las 7 semanas ambas alcanzaron cargas bacterianas similares, y redujeron 1.5 log con
respecto al inoculo. Esto sugiere que la disminucién no estd dada Unicamente por el AL. A su vez
aumentaron los recuentos de bacterias acido lacticas, desde 2.7 log ufc/g hasta valores por encima

de 7 log ufc/g.



Estos resultados evidencian la presencia de LM en carnes uruguayas, y en las condiciones de
envasado al vacio y refrigeradas a 4°C, el AL podria utilizarse como una estrategia mas para el control

de LM.

Palabras claves: Carne, Inocuidad, Listeria monocytogenes, Acido Lactico.



2.0 INTRODUCCION

2.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LA CARNE

La carne es una excelente fuente de proteinas, vitaminas y minerales (Price et al., 1976), con bajo
contenido de carbohidratos y alta actividad de agua (Doyle et al, 2007), lo que la hace un excelente
medio de cultivo para el desarrollo de varios microorganismos (Carrillo et al.,, 2007). La carne
disponible en el mercado es resultado de un largo proceso que incluye diferentes etapas
(transporte, manipulacion, faena y almacenamiento). En cada una de estas etapas la carne es
susceptible a contaminaciéon microbiana (Gill et al., 2000). Durante el proceso de faena se
implementan diversas estrategias de control para lograr disminuir la contaminaciéon del producto,
sin embargo algunos microorganismos logran establecerse en el producto final. Algunos de estos
microorganismos pueden causar deterioro de la carne y enfermedades infecciosas en humanos
(Komba et al., 2012).

Dentro de la heterogeneidad de la microflora presente en carne fresca, se encuentran
habitualmente Pseudomonas, géneros de la familia Enterbacteriaceae, Brochotrix thermosphacta y
Lactobacillus. Mientras que entre las bacterias patégenas se pueden encontrar Salmonella, Listeria
monocytogenes (LM), Staphilococcus aureus y E. Coli entre otras (Cardenas, et al., 2006).

La composicion de la poblacion microbiana variara en funcion de diferentes parametros como pH,
actividad del agua (aw), composicion, temperatura y condiciones de almacenamiento (Ercolini et al.,
2006; Li et al., 2006; Adu-Gyamfi et al., 2012), siendo la refrigeracion el factor que mas incide sobre
la preservacion y la inocuidad de la carne (Jay, 1996). Sumado a la refrigeracion se utiliza el envasado
al vacio para prolongar la vida util manteniendo las caracteristicas sensoriales y organolépticas de la
carne (Gill et al., 1989; Rodas et al, 2011). Por lo tanto los microorganismos capaces de desarrollarse
a bajas temperaturas y en anaerobiosis seran los causantes de deterioro y enfermedades en

humanos.

2.1.1 Microbiologia de la carne en aerobiosis

En carne refrigerada y almacenada en atmosfera aerobia, las Pseudomonas spp. son la poblacion
bacteriana predominante, siendo las responsables del deterioro de la misma (Ercolini et al., 2009).
Las Pseudomonas son bacterias Gram negativas, moviles y aerobias estrictas. Presentan una
distribucion ubicua, y son pocos resistentes al calor. Algunas especies de este género son psicrofilos,

por tanto también pueden desarrollarse y causar deterioro a temperatura de



refrigeracion. Estas bacterias son las responsables del mal olor en los alimentos cuando se
encuentran en poblaciones de 10° ufc/g (Gill, 1983).

Dentro de los microorganismos aerobios también se encuentran los coliformes totales, pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos, no formadoras de esporas. Dentro de
este grupo se encuentran los coliformes fecales representados mayoritariamente por E.
Coli (Hayes, 1993). Estos presentan una distribucion ubicua, se encuentran en el intestino y en
una amplia variedad de ambientes como suelo y plantas (Ramos et al., 2008). La presencia de
coliformes fecales en carne es indicativa de contaminacion fecal de origen humano o animal.

Asi como los recuentos de E. coli indican contaminacion fecal, el recuento de mesofilos aerobios
totales se utiliza para indicar la calidad sanitaria del producto. Los microorganismos mesdfilos
aerobios agrupan todas las bacterias que son capaces de crecer en aerobiosis a una temperatura
entre 20- 45°C.

Entre los patégenos que pueden desarrollarse en estas condiciones se encuentran E. Coli,

Salmonella, LM y Staphylococcus aureus, entre otros.

2.1.2 Microbiologia de la carne en anaerobiosis

La ausencia de O; elimina el crecimiento de microorganismaos aerobios (Nychas et al., 2008) dando
lugar al desarrollo de microorganismos Gram negativos de la familia Enterobacteriaceae (Brightwell
et al., 2007) y Gram positivos como Bacterias acido lacticas (BALs) (Rosset , 1982), y patégenos
como LM (Jones et al, 2008).

Las BAL son bacterias Gram positivas, anaerobias estrictas o aerotolerantes (Madigan et al., 2004),
generalmente inmdviles, no esporuladas ni pigmentadas y toleran concentraciones altas de sal y
bajos valores de pH (Axelsson, 2004). Se dividen en 11 géneros y éstos a su vez se subdividen en
mas de dieciséis especies, dentro de las cuales siete (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus y  Corynebacterium) son capaces de producir
bacteriocinas (Fiorentini et al., 2001). Al final de la vida util de la carne, cuando el nimero de BALs

es elevado, presentan aromas fuertemente acidos, debido a la alta produccion de AL.

En cuanto a patdgenos, la capacidad tanto de supervivencia como de crecimiento de LM a
temperaturas de refrigeracion y en atmdésferas con bajo nivel de oxigeno e incluso anaerobiosis (Mor-
Mur et al., 2010) supone un problema a resolver por la industria de alimentos y en particular la

carnica.



2.2 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETAS): LISTERIOSIS

La presencia de patégenos en alimentos causa a nivel mundial mas de 6 millones de hospitalizaciones
y aproximadamente 9 mil muertes cada afio (Mead et al., 1999). La Organizaciéon Mundial de la Salud
(FAO/OMS, 2004) indica que el 30% de las personas en los paises industrializados se ven afectadas
anualmente.

En Uruguay el primer caso de ETAs fue en el afio 1993 y a partir de la fecha los casos han ido en
aumento (M.S.P, 1997), en el afio 1999 se registraron 40 brotes de origen bacteriano (M.S.P,
1999). En Estados Unidos se estima que cada afio ocurren 76 millones de casos de ETAS,
325.000 hospitalizaciones y 5.000 muertes (FAO/OMS, 1997).

Uno de los principales patdgenos relacionados con las ETAs es LM (Rivera et al., 2006), responsable
de la listeriosis. Si bien la listeriosis es una enfermedad relativamente poco comdn ya que solo
representa el 0.1% de las ETAs, el 27% de las muertes son causadas por esta bacteria (Institute of
Food Technologists., 2004). Dado su gravedad y el hecho de que esta muy frecuentemente asociada
a alimentos, es reconocida a nivel mundial como una de las ETAs de mayor relevancia social y

econdmica (Roberts D., 1989; Chasseignaux et al., 2002).

LM afecta principalmente a mujeres embarazadas, recién nacidos, ancianos y personas
inmunodeprimidas (McLauchlin et al., 2004). Si bien la listeriosis se puede transmitir de multiples
maneras: en forma vertical (de madre a hijo), zoon6tica (de animal a persona) o nosocomial (contraida

en un hospital), el 99% de los casos de listeriosis es de origen alimentario (Mead et al.,1999).

Al ser por medio de la ingesta de alimentos contaminados la mayor causa de contraer listeriosis, el
tracto gastrointestinal es la principal puerta de entrada. Una vez que se ingiere LM, logra resistir el
ambiente del estbmago y llega al intestino, donde en pocos minutos atraviesa el epitelio intestinal e
inicia su reproduccién intracelular. La bacteria se multiplica y se transporta por la sangre o linfa
hasta alcanzar el higado, placenta o bazo (6rganos diana predominantes de este patdgeno)
(Pilgrim et al., 2003), donde se replican dentro de las células epiteliales o macréfagos (Mengaud,

1988). Si la bacteria logra evadir las barreras del sistema inmune, y no se logra una efectiva respuesta
adaptativa, ésta ingresa nuevamente al torrente sanguineo y alcanza el cerebro o la placenta,

llegando a causar infecciones altamente letales.



Esta enfermedad se puede presentar de dos formas: invasiva y no invasiva. En ésta Ultima, los
sintomas pueden ser leves (fiebre, dolores musculares y sintomas gastrointestinales), ocurriendo
generalmente en personas sanas tras la ingestion de dosis altas de LM. En la forma invasiva, es
capaz de producir aborto en mujeres gestantes, neumonias, granulomas diseminados en recién
nacidos, meningitis, meningoencefalitis y septicemia (Rosaler, 2004). El periodo de incubacion de
esta enfermedad puede variar desde dias hasta dos o tres meses, lo que dificulta la identificacion

de la fuente de contaminacion.

2.3 LISTERIA

2.3.1 Listeria spp.

Segun National Center for Biotechnology Information (NCBI) el género Listeria se divide en ocho
especies: LM, L. innocua (L), L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii y L. rocourtiae.
Estas dos ultimas fueron recientemente identificadas (Graves et al., 2010; Leclercq et al., 2010)
siendo LM la Unica especie patdgena para el hombre (McLauchlin et al., 1999). Todas las especies
del género Listeria son bacterias bacilares Gram positivas, no formadoras de esporas y presentan
movilidad entre 20-25°C debido a la presencia de un flagelo polar, pero son inmdviles a

37°C (Maestre, 2014).

El género Listeria presenta una distribucion ubicua, logra sobrevivir largos periodos de tiempo en
diferentes ambientes como suelo, agua y ambientes de produccién de alimentos (Pérez et al.,
2008). Es capaz de crecer en un amplio rango de temperatura (incluso a temperatura de
refrigeracion), y en ambientes con altas concentraciones de sal, pero se inactiva con tratamientos

térmicos de 60 °C durante 30 minutos.

2.3.2 Listeria monocytogenes (LM)

LM es morfolégicamente similar a las demas especies de su género, solo la distinguen algunas
caracteristicas bioguimicas: presentan actividad B- hemolitica en agar sangre y genera el factor
CAMP positivo con S. aureus.

En la tabla 1 se muestran algunas condiciones que limitan el crecimiento y supervivencia de LM.



Tabla 1. Condiciones de crecimiento de LM (FSAI, 2003) (UE, 2004, 2008).

Factor Puede crecer Puede sobrevivir pero no
crecer
Limite Optimo  Limite superior
inferior
Temperatura | -1.5-+3.0 30.0-37.0 45.0 -18.0°C
(°C)
pH 4.2-4.3 7.0 9.4-9.5 3.3-4.2
Actividad 0.90- 0.93 0.99 >0.99 <0.90
agua( Aw)
Concentracion <05 0.7 12- 16 =20
de sal (%)
Atmosfera Es un anaerobio facultativo que puede crecer en ausencia de oxigeno.

LM presenta 13 serovares distintos: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7, de los
cuales solo tres de ellos (1/2a, 1/2b and 4b) son los responsables del 90% de los casos de
listeriosis en humanos (Gellin et al., 1989; Swaminathan et al., 2001). Segun estudios realizados
por Bosilevac y colaboradores (2007) en carnes uruguayas, los Unicos serotipos encontrados de
LM fueron 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b.

Existen serotipos de LM tanto virulentos como avirulentos y estas diferencias pueden deberse a
polimorfismos en las secuencias nucleotidicas de sus genes, a mutaciones puntuales y/o la presencia
0 ausencia de algun gen de virulencia. Existen diferentes genes de virulencia en el cromosoma de

LM siendo algunos de ellos: prfA, picA, hly, mpl, actA y plcB.

El gen iap (invasion- associated protein) es comin en todas las especies de Listeria y codifica la
proteina p60 (Rodriguez et al., 2004). La proteina p60 es una proteina extracelular de 60 KDa,
asociada a la adhesion de células de mamifero, se expresa durante el crecimiento de LM en el
huésped (Kuhn et al., 1989) y esta involucrada en la formacién del septum durante la divisién

celular. Ademas es la responsable de la invasion listerial en fagocitos no profesionales.

La dosis infectiva de LM esta relacionada tanto con la susceptibilidad del huésped como con el
nivel de contaminacién del alimento (Maukonen et al.,, 2003). Esta enfermedad afecta
principalmente a ancianos, mujeres embarazadas, recién nacidos e inmunodeprimidos (McLauchlin
et al., 1997) con dosis tan bajas de tan solo 100 células puede resultarles en una toxicoinfeccion
(Institute of Food Technologists., 2004). Por otra parte, para adultos sanos resulta letal la ingesta
de dosis de 10°y 10° ufc/g.

Debido a la capacidad que presenta LM de resistir diferentes condiciones ambientales se hace

cada vez méas dificil su eliminacién en los procesos de elaboracion de alimentos (Rivera et al.,



2006), aumentando el riesgo de transmitirse a una amplia variedad de alimentos (Medrano et al.,
2006).

El ingreso de LM a las plantas de procesamiento puede ocurrir por diversas maneras ya sea, por
tierra en los zapatos de los trabajadores, en la ropa y en equipos de transporte, por heces de animales
contaminados con la bacteria y posiblemente por individuos portadores ( Rocourt et al.,1997),
llegando a establecerse transitoriamente o0 permanecer por meses 0 afios en una planta o en una

linea de produccién (Lunden et al., 2000; Tompkin, 2002).

Ademas, esta bacteria es capaz de adherirse a superficies donde forma colonias protegidas por
una capa de polisacaridos extracelulares denominada biofilms, haciendo a la bacteria mas
resistente a los agentes quimicos Y fisicos, pudiendo sobrevivir por largos periodos con aportes
minimos de nutrientes. Estas colonias protegidas por biofilms, son mas resistentes a los procesos
de limpieza (Carpentier et al., 2004) haciendo dificil la eliminacion de LM de las plantas de

procesamiento de alimentos.

Dada la capacidad que presenta LM de crecer a temperaturas de refrigeracion, en ausencia de
oxigeno (Mor-Mur et al., 2010) y soportar el pH de la carne (5.4-5.8) resulta en un gran problema para
la industria frigorifica. Los cortes carnicos de exportacién con mayor valor agregado son envasados
al vacio y conservados a 0 - 4°C, condiciones en las que LM puede crecer, por lo tanto es de gran

importancia implementar medidas para su control y asi incrementar la inocuidad de la carne.

2.4 ESTRATEGIAS DE CONTROL EN PLANTAS FRIGORIFICAS

Existen numerosos tratamientos tanto fisicos como quimicos para la descontaminacion de
carcasas. Entre las estrategias mas utilizadas esta la del lavado con agua caliente y la aplicacion
de una variedad de acidos organicos tales como acido acético, citrico y lactico. Si bien el lavado
con agua caliente logra buenos resultados, es una operacion costosa (Buncic, et al., 2013). El
acido lactico (AL) es un descontaminante aceptable porque es una sustancia natural, no- toxico y
es producido naturalmente por la bacteria acido lactica (Coll et al., 2008). Produce efectos
bacteriostaticos y bactericidas, utiles en la descontaminacion de carcasas bovinas, cortes y productos

carnicos resultando en la extension de la vida util de la carne (Kozempel et al., 2003).
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Estados Unidos permitié el uso de AL en carne desde 1999, no asi la Union Europea que no fue
sino hasta el 26 de julio de 2011 que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en su
dictamen sobre la evaluacién de la seguridad y la eficacia del AL para eliminar la contaminacion
microbiana de superficie de las canales, piezas y recortes de carne concluy6 que tratamientos con AL
no presentan riesgos para la salud de los consumidores, siempre que la sustancia cumpla las

especificaciones en relacion con los aditivos alimentarios y aprobd su uso en 2013.

La accion antimicrobiana del AL se debe a la alteracion del pH en la superficie de la carne,
ya que proporciona un bajo pH (Valencia , 2009). La eficacia va a depender de la concertacion del
acido, la temperatura de la solucién, el método y el tiempo de contacto (Shufiur, 2003) como
también si la bacteria se encuentra cubierta por partes con grasa, ademas hay lugares en la

carcasa donde el quimico no llega a tener contacto.

El AL puede ser aplicado durante la faena después del desuello o evisceracion pero debe ser
antes de refrigerar las carcasas. Segun la EFSA, tratamientos con AL, reducen significativamente la
contaminacién microbioldgica de E. coli y Salmonella en comparacion con tratamientos sin AL o
con agua potable. ElI AL se debe utilizar inicamente en forma de pulverizacion o nebulizacion, en
concentraciones entre 2% y 5%, a temperaturas inferiores a 55°C, siendo 2 % la concentracion
mas utilizada en la industria (Dormedy et al, 2000).

A pesar que la industria frigorifica es tan importante para la economia del pais, y las implicancias que
presenta el hallazgo de LM. La mayoria de los estudios de AL estan dirigidos a E. Coli, hay muy

pocos datos sobre el efecto en Listeria.

La presencia de cualquier especie de Listeria en un alimento procesado, es indicativo de que su
eliminacién no se llevé a cabo de forma efectiva durante el procesamiento del alimento (Jinneman
et al., 2003). En EE.UU. la Food and Drug Administration (FDA) y Food Safety Inspection Service
(FSIS), tienen una politica de tolerancia cero, es decir, un resultado negativo de LM en 25 g de
producto listo para el consumo. Actualmente, existen distintos métodos que permiten la

identificacion de Listeria spp., con distintos niveles de sensibilidad y rapidez.

2.5 METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE LISTERIA SPP.

No todas las especies de Listeria, ni serotipos son responsables de causar listeriosis, y dadas las
exigencias en el producto de tolerancia cero, es imprescindible del uso de técnicas que permitan su

identificacion y diferenciacion. Existen diferentes métodos tanto bioquimicos como moleculares que
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permiten la identificacion y diferenciacion de las distintas especies de Listeria. Entre los métodos
bioquimicos se encuentran técnicas bésicas como la tincién de Gram, catalasa, oxidasa, hidrolisis de
la esculina que permiten una identificacion rapida del género Listeria, ademas, existen otras técnicas
gue permiten la identificacion y diferenciacion de especies de Listeria (Tabla 2). Entre ellos el sistema
de galerias APl es un ensayo miniaturizado y estandarizado, que se basa en reacciones de
fermentaciones de azucares y ensayos enzimaticos. En cuanto a técnicas moleculares también es
posible alcanzar diferentes niveles de identificacion. Entre los métodos que permiten una
caracterizacién tanto a nivel de género como de especies se encuentran la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), PCR a tiempo real (qPCR), técnica de Transcriptasa- Reversa (RT-PCR), métodos
inmunolégicos, fluorescencia y secuenciacion de bases nitrogenadas. Por otra parte, la técnica de
electroforesis en geles de campo pulsado (PFGE) permite una identificacion a nivel de subespecie
(Reissbrodt, 2004; Gall, 2001). Estos métodos se basan en genes involucrados en la patogenicidad

de LM como el gen iap, pfrA, hiyA.

Tabla 2. Reacciones bioquimicas para la identificacion de Listeria spp.

Especies Hemolisis Produccion de acido Ensayo de CAMP
Rhamnosa Xilosa S. aureus R. equi

L.monocytogenes + + - + -
L. innocua - )Y - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - V + - -
L. grayi - - - - -

V: Reaccion variable

(+): Reaccion débil

+: > 90% de reacciones positivas
-: sin reaccion

El método de PCR se basa en la amplificacion de un fragmento especifico de ADN, donde se generan
millones de copias del mismo. Bubert y colaboradores (1999), utilizaron la técnica de PCR Multiplex
para la identificacion y diferenciacion de diferentes especies de Listeria, mediante amplificacion del
gen iap. Dicho gen es conservado en las distintas especies de Listeria y cada una de ellas presentan
regiones caracteristicas (Pilgrim et al., 2003) por tanto, una combinacién de cinco cebadores
permite la identificacién y diferenciacion de especies de Listeria (Mercado- Martinez et al., 2014).
A pesar de ser una técnica muy sensible, es necesario una serie de pasos previos en la muestra,
como pre- enriquecimientos, enriquecimientos selectivos y aislamientos, los cuales llevan minimo 5

dias. Otra desventaja de esta técnica es que no permite cuantificar.
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La técnica qPCR es robusta, sensible y en comparacion con el método convencional de PCR es
mas rapida y no requiere manipulacién del producto de PCR luego de ser amplificado (Norton,
2002). La técnica de gPCR permite monitorear la aparicibn de ADN mediante el uso de fluoréforos,
dado que libera fluorescencia cada vez que se realiza una nueva copia del ADN molde, y por tanto
la flourescencia es proporcional a la cantidad de ADN generado. En esta técnica se pueden ahorrar
algunos pasos previos de enriguecimiento de la muestra, como también posibilita cuantificar la

cantidad de ADN diana inicial en la muestra.

2.6 SITUACION DE NUESTRO PAIS

Segun un informe en el afio 2013 del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA),
Uruguay se sitlia en el sexto pais en el mundo con mayores exportaciones de carne, lo cual genera
un importante aporte de divisas para nuestro pais (INAC). Los cortes carnicos de mayor valor se
comercializan envasados al vacio y pueden ser conservados durante 4 meses si se mantienen a
temperaturas de 0+1°C y un maximo de dos meses si se mantienen a +4°C dicha estrategia no
previene el crecimiento de especies bacterianas psicrotrofas como bacterias acido lacticas (Jones
et al, 2008) ni patdgenas como LM.

Hasta el momento no hay datos nacionales disponibles sobre prevalencia de LM en carne, sin
embargo hay estudios internacionales donde se reporta la presencia del patégeno en carnes
provenientes de nuestro pais. Bosilevac y colaboradores (2007), compararon carnes uruguayas
con carnes provenientes de Australia y Nueva Zelanda, siendo las uruguayas las que presentaron
recuentos mayores de los microorganismos indicadores estudiados (bacterias lacticas,
Enterobacterias, E. Coli, Coliformes y Staphylococcus aureus) y de Listeria. En el estudio se
analizaron un total de 226 muestras de carnes uruguayas, de las cuales 66 fueron positivas para
listeria. Si bien las carnes provenientes de Australia y Nueva Zelanda presentaron muestras
positivas para LM (2,0% y 2,3% de respectivamente), las carnes uruguayas fueron las que

presentaron una mayor prevalencia de LM (24%) (Bosilevac et al, 2007).

Sumado a esto, en el afio 2012 se detectd la presencia de LM en carnes uruguayas con destino a
Rusia, lo cual resulté en una suspension preventiva en las exportaciones de los frigorificos vinculados.
A partir de estos hallazgos, el MGAP como medida de control implementé un plan de muestreo
obligatorio de 5 muestras por contenedor para los establecimientos que exporten a dicho mercado.
Uruguay como pais exportador debe cumplir con la reglamentacién requerida por los mercados

compradores. Si bien en Estados Unidos se permite el lavado de las carcasas con AL desde
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1993 (Koomarie et al 2005), recién a partir del afio 2013 la Union Europea aprobd su uso. Por
tanto frigorificos nacionales pueden sumar esta estrategia de lavado a las préacticas habituales con el
fin de mejorar la inocuidad del proceso y producto.

La industria Nacional, actualmente se encuentra implementando esta intervencion, por lo tanto se
hace necesario comenzar a estudiar los parametros de esta aplicacion, para lograr que la misma
cumpla con el objetivo final de garantizar la inocuidad de la carne. Debido a su incipiente
aplicacion, no hay datos nacionales que evallen esta aplicacion en nuestras condiciones de
produccién ni como afectaria el comportamiento de nuestras carnes envasadas al vacio y enfriadas

a +4°C, como habitualmente se comercializan en el mercado local.

Uruguay como paises productor de carne, resulta necesario tomar medidas de control que permitan
mejorar la inocuidad de las carnes, tanto para prevenir enfermedades como para evitar pérdidas
econdémicas para el pais. Por tanto, este proyecto es un primer acercamiento para aislar y
confirmar la presencia de Listeria en carne y conocer el alcance de la aplicacion del AL, definiendo
algunos parametros béasicos como la concentracion minima necesaria para inhibir el crecimiento de

Listeria.

14



3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

o Estudiar el efecto del AL sobre el crecimiento de cepas de Listeria spp. aisladas de plantas

frigorificas nacionales.

3.2 Objetivos especificos

e Aislar e identificar diferentes especies de Listeria presentes en las muestras analizadas.

e Determinar la minima concentracién de AL que inhibe el crecimiento de Listeria spp. en

microplaca.

e Estudiar el efecto del acido lactico sobre el crecimiento de Listeria en carne envasada al

vacio.
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4.0 MATERIALES Y METODOS

4.1 TOMAY TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Se utilizé6 un muestreo no probabilistico y dirigido al tipo de muestras en las cuales habia una alta
probabilidad de encontrar Listeria.

Las muestras se tomaron en diferentes dias de la superficie de medias reses y de recortes de carne
durante la faena en dos plantas frigorificas nacionales F1 y F2. Las plantas frigorificas seleccionadas
son plantas que por su operativa son representativas de la produccion nacional.

En el establecimiento F1 se muestrearon un total de 12 medias reses (cuatro en una faena y ocho en
otro dia de faena) y se tomoé un corte de asado y muestras de recortes de carne durante el proceso
del desosado. En el establecimiento F2 se tomaron 8 muestras de recortes de carne de la sala

de desosado. En la tabla 3 se indica los tipos de muestra que se tomaron en F1y F2.

Tabla 3. Cantidad y tipo de muestras que se tomaron en los frigorificos F1y F2.

Frigorifico Muestras tomadas
F1 12 Medias reses 1 corte de carne (asado), 1
muestra de recortes.
F2 - 8 muestras de recortes

El muestreo de la superficie de las medias reses, se realiz6 mediante el uso de esponjas estériles
previamente hidratadas con 10 mL de Buffer Butterfield (BF) (anexo ). Se utilizd6 una esponja por
cada media res, la superficie total muestreada fue de aproximadamente 8000cm? (Bosilevac et al.,
2003) donde se muestrearon las zonas del pecho, nalga y falda. El muestreo por cada zona se realizd
haciendo pases de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha y viceversa.

Los recortes de carne se tomaron en las plantas frigorificas en diferentes tiempos y lugares durante
el proceso de desosado.

Las esponjas y recortes de carne se trasladaron inmediatamente refrigeradas hacia el laboratorio
para su analisis. A las esponjas se les adicioné asépticamente 15 ml de BF y se homogeneizaron
en stomacher Seward a 230 rpm durante un minuto. Los recortes de carne se fraccionaron en

trozos de 10 gramos y cada trozo se colocé en bolsa para stomacher.
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4.2 RECUENTO DE MICROORGANISMOS INDICADORES PRESENTES SOBRE LA
SUPERFICIE DE LAS MEDIAS RESES

A partir del homogeneizado de las esponjas se realizaron diluciones decimales seriadas en BF. Se
sembré 1 mL de cada dilucién en Petrifilm 3M de acuerdo a las especificaciones del fabricante para

el recuento de la siguiente flora acompafante:

- Petrifilm™ 3M para Mesofilos Aerobios Totales, se incubd 48 hs + 3 hs a 35 °C + 1°C. Colonias

pueden presentar diferentes intensidades del tono rojo y diferentes tamaiios.

- Petrifilm™ 3M para Coliformes, se incubd 24 hs +2 hs a 35°C +1°C, y para el recuento Escherichia
Coli con un adicional de 24 hs+ 2 hs a 35°C + 1°C. Las colonias caracteristicas de Coliformes son

rojas y azules con gas y para Escherichia Coli las colonias corresponden a las azules con gas.

- Petrifilm™ 3M para Enterobacterias se incubd 35°C + 1°C durante 24hs + 2 hs. Colonias
caracteristicas son rojas con zonas amarillas, rojas asociadas a burbujas de gas, como también rojas

asociadas a una zona amarilla y a burbujas de gas.

- Petrifilm™ 3M para Staphilococus Aureus se incubd 35° C = 1° C durante 24h + 2 hs, las colonias
caracteristicas son rojas-violetas. En caso de presentar colonias color negro éstas pueden ser o no
S. Aureus para ello, se coloca disco confirmatorio y se re incuba 1- 3 horas a 35°C + 1° C. Todas

las zonas rosadas contar como S. Aureus.

Se realiz6 un ensayo de control negativo para cada tipo de Petrifilm.

4.3 AISLAMIENTO DE LISTERIA SPP.

Para el aislamiento de Listeria spp. de la superficie de medias reses y muestras de carne se procedi6
de igual manera, la Unica diferencia fue que en el caso de las medias reses se tomaron de

10 ml del homogeneizado de cada esponja Yy para la carne se tomaron 10 gramos por muestra.
Tanto el caldo de las esponjas como los trozos de carne se colocaron en bolsas estériles para
stomacher con 90 mL de medio Half Fraser (Oxoid), con suplemento Half Fraser SR0166 (Thermo),
se incubaron a 30°C durante 24+3 horas. Posteriormente se trasfirieron 0,1 ml de los cultivos a 10
ml de medio de enriquecimiento secundario, Fraser (Oxoid), con agregado de suplemento Fraser
SR0156 (Thermo) y se incubaron a 37°C durante 48h + 3. Luego, se sembrd por estrias una

ansada sobre placas de agar Placam con agregado del suplemento selectivo para Palcam, cddigo:
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SR0150 (Thermo) y se incubaron 48 horas a 37° C. Las colonias caracteristicas de Listeria spp. en
agar Palcam presentan aproximadamente 2 mm de diametro y una coloracion verde- grisaceas con
halo marrén oscuro-negro.

Las colonias con esta morfologia se aislaron sucesivamente en placas con agar tripticasa de soja
(TSA) (Oxoid) con el agregado de 0,6% de extracto de levadura (YE) (Oxoid) (anexo II) con el fin de
obtener cultivos puros y se incubaron 18 horas a 37°C. Para la conservacion de las mismas, se
repicaron de a una colonia a un tubo de TSA-YE inclinado, y se incubaron 18 -20 horas a 37°C. Luego
se mantienen refrigeradas (4+1°C) hasta el momento de su uso.

4.4 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

4.4.1 IDENTIFICACION MOLECULAR

Para la identificacion molecular de los aislamientos se procedié en primer lugar a la extraccion del
ADN gendmico. Se realiz6 PCR convencional para la identificacién del género Listeria seguida de
PCR multiplex para identificar especie.

4.4.1.1 Extraccién de ADN gendmico

La extraccion de ADN se realiz6 segln el manual de procedimientos aislamientos, identificacién y
caracterizacion de Listeria Monocytogenes (OIE 2014). A partir de un cultivo joven de 18 horas en
TSB-YE, se tomé una muestra con el asa y se sembré mediante estrias en placas de TSA-YE. Se
incubaron a 37°C durante 18-24 horas. De esta palca se tomaron 5-7 colonias y se suspendieron
en tubo eppendorf con 50 ul de buffer de lisis para PCR (anexo 1). Se calenté a 99°C en
termobloque (Thermomixer comfort) durante 15 minutos. Se dejo6 enfriar a temperatura ambiente y se
agregd6 agua miliQ esteéril, se centrifug6 1 minuto a méxima velocidad. El sobrenadante se utiliz6 como

ADN molde para la reaccion de PCR.

4.4.1.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se realizé preparando una mezcla de Master Mix conteniendo buffer 1X,
primers 100 ng (cada uno), desoxinucleotido trifosfato (ANTPs) 200 uM, MgCI2 1,5 mM y Taq
polimerasa 1,5 U (ver tabla 4). Para su preparacion, se multiplico cada volumen de los reactivos por

n+1, siendo n el nimero de reacciones de PCR a realizar. Se realizaron controles negativos
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sustituyendo el ADN, por agua miliQ estéril, y como control positivo se utilizaron cepas de Listeria
innocua (LI) cedidas por ARS Culture Collection (NRRL).

volumen final de 50 uL, el cual contenia 48 uL del Master Mix y 2 uL de ADN. La secuencia de los

La reaccion de PCR se realizd en un

primers utilizados se muestra en la tabla 5. La reaccion se realizd en termociclador Rotor —-Gene Q
y las condiciones de la corrida se muestran en la tabla 6.

Tabla 4. Reactivos utilizados en la Master Mix.

Reactivos Volumen (uL)
Buffer PCR 1 X 5

MaCl 1.5 mM 3

Primers 100 ng (de cada uno) 2(x2)

dNTPs 200 uM 1

Taapol. 1.5U 0.3

Aaqua milio 34.7

Volumen final por tubo 48

Tabla 5. Secuencias de primers forward (Lis 1A) y reverse (Lis 1 B) utilizados en la amplificacion
del gen iap para la identificacion del Listeria.

Primer Secuencia5’-3’ Tamafo de producto Tm(°C)
esperado (Kb)

Lis 1A ATG AAT ATG AAA AAA GCA AC 48.2

Lis1B | TTATAC GCG ACC GAA GCC AAC 1,6 61.3

Tabla 6. Condiciones de PCR convencional utilizadas para la identificacion de Listeria spp.

Etapas Temperatura (°C) | Tiempo (segundos) | Cantidad de ciclos
Desnaturalizacion 94 45
Hibridacion 50 60 30
Extensién 72 180

Posteriormente se realizé identificacion a nivel de especie mediante una adaptacion del método

PCR multiplex, descripta por Bubert y colaboradores (1999). En la tabla 7 se muestra las

secuencias de los primers utilizados con su correspondiente temperatura de melting (Tm) y tamafio

de producto esperado. Se utilizaron las secuencias de los primers descriptos por Bubert, excepto

la del primer grayi, que se procedi6 al disefio del mismo. En la tabla 8 se detallan las condiciones

de la PCR multiplex.

Tabla 7. Secuencias de los primers forward (F) (Mono A, Ino 2, Siwi 2, Grayi 1) y reverse (R) Lis 1
B, con su correspondiente Tm y tamafio de producto esperado.

Primers Especie Secuencia5’- 3’ Tm (°C) Producto esperado
(pb)
Mono A (F) | Monocytogenes CAA ACT GCT AAC ACA GCT ACT 57.1 660
Ino 2 (F) Innocua ACT AGC ACT CCAGTT GTT AAAC 58.4 870
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Grayi 1 (F) Grayi GCT ACC AGC ACA CCA GCT AA 60.5 357
Siwi 2 (F) Ivanovii, TAA CTG AGG TAG CGA GCG AA 58.4 1200
Seeligeri,
welshimeri
Lis 1 B (R) TTATAC GCG ACC GAA GCC AAC 61.3 -

Tabla 8. Condiciones de PCR multiplex utilizadas para diferenciacion de especies de Listeria.

Etapas Temperatura (°C) | Tiempo (segundos) | Cantidad de ciclos
Desnaturalizacion 95 15
Hibridacion 58 30 30
Extension 72 50

4.4.1.3 Disefio de primer grayi

En base a la secuencia de ADN de Listeria grayi asociado a la proteina p60 (iap) gen obtenida de la
base de datos NCBI (GenBank: JF967616.1), se disefi0 el primer forward para L. grayi. Se
alinearon secuencias del gen iap de diferentes especies de Listeria y se buscaron segmentos
diferenciales que permitieran disefiar un primer especifico para L. grayi y que genere un producto
distinguible por su tamafio de los demés productos de PCR de las otras especies. Se seleccion6 un
primer que tuviera una Tm alrededor de los 60° C, compatible con los demas primers de la
multiplex y de longitud entre 18 -24 bases. También se verifico que el contenido de G: C (Guanina:
Citosina) estuviera entre el 40- 60%, y que no presente regiones auto- complementarias para evitar
la formacion de estructuras secundarias. A su vez se realiz6 el algoritmo BLAST para corroborar
que el primer disefiado no presente complementariedad con las posibles secuencias involucradas

en la reaccién de PCR. El primer seleccionado fue sintetizado por Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

4.4.1.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizados mediante la realizacion de electroforesis en geles de
agarosa al 1,2%. Los geles se prepararon utilizando 1.2 gramos de agarosa en 100 ml de buffer
TAE 1X (ver anexo Il) y tefidos con bromuro de etidio (lug/ml). Los productos de PCR se
sembraron junto con buffer Loading Dye 6X (Thermo Scientific) y se utilizd6 marcador de peso
molecular 1 Kb (Thermo Scientific), para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN. La corrida
electroforética se realizo en cuba Enduro Gel XL Cat. E0160 Marca Labnet USA, a un campo eléctrico
constante de 100 V, en buffer TAE 1X (anexo |) durante 40 minutos. Para la visualizacion de las
bandas se utilizd un transiluminador de luz ultravioleta (DigiDoc-it™), donde se tomé registro

fotografico con cdmara Canon PowerShot G9.
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4.4.2 IDENTIFICACION BIOQUIMICA

La identificacion bioquimica de los aislados se realiz6 mediante tres métodos: tinciobn de Gram,
catalasa y galerias API (anexo Il). Para la realizacién de los dos primeros se partié de una colonia
de un cultivo joven (18-24 horas) de placas de TSA-YE.

En el sistema de galerias API Listeria, se suspendieron 3 colonias bien aisladas de cultivos
jévenes (18-24 horas) en una ampolla de API Suspension Medium (2ml) ajustando a una suspension
igual a 1 de Mc Farland. Se sembr6 50 ul con dicha suspension en todos los tubos de la galeria,
excepto en el ensayo DIM que se sembrd 100ul. Se incuba 18-24 horas a 36°C + 2°C en atmésfera

aerobia (anexo ).

4.5 ESTUDIO DEL EFECTO DEL AL EN PLACA

El efecto inhibitorio y bactericida del AL sobre Listeria spp., se determind mediante la técnica de
microdilucién y posterior siembra en placas de agar Palcam para el recuento de viables. Este
procedimiento se realiz6 con seis aislados de LM, ocho de LI y cuatro cepas de LI cedidas por

Agricultural Research Service (NRRL) Culture Collection (tabla 9).

Tabla 9. Aislamientos de LI y LM utilizadas en ensayo
en micoplaca con su correspondiente codigo.

Cédigo de los aislamientos Especie
L1 LI
L2 LI
L3 LI
L4 LI
L10 LI
L23 LI
L29 LI
L38 LI
L40 LI
L44 LI
L45 LI
L46 LI
L11 LM
L20 LM
L21 LM
L22 LM
L28 LM
L43 LM
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En la técnica de microdilucion se utilizaron placas de 96 pocillos, en cada pocillo se colocd una
cantidad fija del microorganismo y concentraciones variables de AL. El ensayo se realizd por
triplicado para cada cepa y los resultados se analizaron utilizando el programa IBM SPSS Statistics
20.

4.5.1 Preparacién del inéculo

Los in6culos se prepararon a partir de cultivos en fase exponencial, ajustando la absorbancia
(625nm) en un rango entre 0,08- 0,10 equivalente al patrén 0,5 de la escala de McFarland (1.5x108
ufc/ml). Posteriormente se realiz6 la dilucion correspondiente en agua destilada estéril para llevar a

una concentracion final de 10° ufc/ml.

4.5.2 Preparacién de las diluciones de solucion de AL comercial

A partir de una solucién comercial de AL 85% (Nortesur SA, Montevideo) se realizaron las
diluciones correspondientes en agua destilada estéril. Se prepararon diluciones intermedias, de modo

que luego del agregado del AL y TSB-YE se obtenga la concentracion final deseada en el pocillo.

4.5.3 Siembra en microplaca e interpretacién de resultados

Mediante el uso de pipeta multicanal, se colocaron 100 uL de TSB-YE en todos los pocillos de la
microplaca, seguidos de 150 uL de AL a la concentracién correspondiente en los pocillos de la primera
fila, se homogeneizo, y se transfirieron 150 uL de la primera fila a los de la segunda fila, asi
sucesivamente hasta la sexta fila. Por Ultimo, se sembraron 100uL del inéculo 5x10° ufc/mL en
todos los pocillos.

Se realizaron dos estudios, por un lado se utilizaron concentraciones finales de AL en el pocillo
entre 5y 2% y en el otro estudio entre 1,20 y 0,09% de AL, la concentracién del inoculo final en el
pocillo fue de 2,5 x10° ufc/ml en ambos ensayos. Se realizaron controles positivos (in6culo + TSBYE)
y controles negativos (la concentracion mas alta de 4cido lactico + TSB-YE). Las placas se incubaron
a 35°C durante 16- 20 horas. La lectura de absorbancia de la microplaca se realiz6 en lector de placas
Multiskan Ex, Thermo Scientific® a 620 nm. Se considera la concentracion minima inhibitoria (CMI) a

la minima concentracién de AL en donde no se observa desarrollo bacteriano (ausencia de turbidez).
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4.5.4 Recuento de células viables

Para evaluar si el AL presenta accion bactericida sobre LM y LI, se sembrd 100ul desde la mayor
concentracion de AL con presencia de turbidez hasta la concentracion mas alta de AL (sin
turbidez), a placas de agar Palcam (figura 1). Las placas de agar Palcam se incubaron 24-48 horas
a 37 °C. Se considera la concentracidon minima bactericida (CMB) a la menor concentracion de AL

que en placas de agar es capaz de destruir el 99,99% del inoculo inicial de una muestra.

AL ——— 44

OO0 00 B
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Q0 @@ @®

Figura 1. Representacion de los de pocillos de la microplaca (cilindros)
y placas de agar Palcam (circulos), los puntos indican presencia de
turbidez y crecimiento bacteriano respectivamente. La flecha indica el
primer pocillo del cual se deberia sembrar a placas de agar Palcam.

4.6 ESTUDIO DEL EFECTO DEL ACIDO LACTICO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LM (L20) EN
CARNE

La muestra utilizada fue un corte de bife angosto envasado al vacio adquirido en una carniceria de
Montevideo. La muestra de carne se fraccioné en 80 trozos de 25 gramos aproximadamente cada
uno, se separaron en dos grupos (A y B) de 40 trozos cada uno. El grupo A se inocul6 con LM L20
de concentracion conocida y se separaron en 5 subgrupos que se trataron con diferentes
concentraciones de AL (0,0; 1,0; 2,5; 4,0 y 5,0%) generandose un total de ocho replicas para cada
concentracion de AL (figura 2). El grupo B no se inocul6 con LM, solamente se tratd con AL (0,0;

1,0; 2,5; 4,0 y 5,0%) generandose los mismos subgrupos que en grupo A. Todas las carnes se
envasaron al vacio y se almacenaron a temperatura de refrigeracion (4°C). Se analizaron cada 7 dias

durante 8 semanas.

0,0 % AL 1,0 % AL 2,5% AL 4,0 % AL 5,0 % AL

Figura 2. Trozos de carne de 25 gramos aproximadamente cada uno. Se generaron ocho replicas
para cada concentracion de AL.
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4.6.1 Inoculacién con L20

Los trozos de carne se colocaron sobre una superficie limpia, previamente expuesta a radiacion UV
durante 20 minutos. Estos se inocularon asépticamente con 1 ml de LM de 1x10° ufc/ml (preparado
como se indica en el punto 5.1) y se dejaron 20 minutos a temperatura ambiente (22°C) para

permitir la fijacion del indculo a la superficie de cada trozo (Carpenter et al. 2011).

4.6.2 Aplicacién del AL sobre trozos de carne

Transcurridos los 20 minutos, las muestras se rociaron con la correspondiente concentracion de
AL (diluido como se indica en el punto 5.2, generando concentraciones de: 1,0; 2,5; 4,0 y 5,0%). La
aplicacion del AL se realiz6 segun Carpenter et al, 2011, se rocié cada trozo de carne por toda la
superficie con una concentracion determinada. Luego se dejaron 20 minutos para permitir la fijacion
del mismo, se envasaron al vacio individualmente en bolsas Cryovac T7335B en maquina envasadora
(SAMMIC modelo V-410SGl) identificadas cada una con la concentracion de AL a la que fueron
tratadas. Se conservaron a 4°C + 1°C (para simular las condiciones de las carnes comercializadas en
plaza) hasta su analisis, por un periodo maximo de 2 meses. Las muestras control (sin AL), se

envasaron y almacenaron de la misma forma.

4.6.3 Recuentos de LM en trozos de carne

Los recuentos de LM se realizaron inmediatamente a la inoculacion (tiempo 0) y cada siete dias
durante un periodo de dos meses.

Para el andlisis de cada muestra se transfiri6 asépticamente el trozo de carne a bolsa estéril para
stomacher y se homogeneiz6 con 225 mL de BF en Stomacher Seward 400C Lab Blenders, a 230
rpm durante 2 minutos. Se plaqueé 100 uL de dicho caldo en placas de agar Palcam sobre
superficie y ademas se realizé dilucion 1:10 en BF (dilucién -1) que también se sembréd 100uL. Las
placas se incubaron a 37°C durante 24-48hs. Los resultados de los recuentos se analizaron
utilizando el programa IBM SPSS Statistics 20.
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4.7 RECUENTOS DE BALS EN CARNE ENVASADA AL VACIO

El recuento de BALs se realiz6 tanto para el grupo Ay B. El recuento de BALs se realiz6 a partir
del mismo homogenizado del recuento para Listeria, con la diferencia que en este caso se
realizaron diluciones -1, -2, -3, -4 en BF y se sembr6 1 ml de cada una de ellas en medio MRS
agar mediante siembra incorporada. Las placas se incubaron a 25°C durante 72 horas. Las
colonias de BALs en MRS generalmente son pequefias, blancas-grisaceas, lisas o rugosas. Los

resultados de los recuentos se analizaron utilizando el programa IBM SPSS Statistics 20.
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5.0 RESULTADOS

5.1 RECUENTO DE MICROORGANISMOS INDICADORES PRESENTES SOBRE LA SUPERFICIE

DE LAS MEDIAS RESES

Los microorganismos indicadores estudiados sobre la superficie de medias reses antes de entrar a

la camara de refrigeracion fueron: S. aureus, Coliformes, Enterobacterias y Mesofilos Aerobios

totales. Los recuentos de los mismos se visualizan en la Tabla 10, se expresaron como log ufc/100

cm? debido a los bajos valores encontrados. En la figura 3 se muestra de forma gréfica los

recuentos (log ufc/100 cm?) de cada microorganismo estudiado, se observa una alta dispersion de

los valores entre las medias reses para cada microorganismo.

Tabla 10. Recuento de microorganismos estudiados (log ufc/100 cm?) sobre la superficie

de medias reses (media + desviacion estandar), con el nimero total de muestras.

Recuento Petrifilms (log ufc/100 cm?)
Muestra S. aureus | Coliformes | Aerobios | Enterobacterias
1 nd* 1,6 4,6 nd
2 nd 0,8 3,5 nd
3 nd 0,4 3,2 nd
4 nd 0,7 3,7 nd
5 1,8 0,5 3,1 0,8
6 1,7 0,6 3,1 0,8
7 0,7 0,8 3 1,2
8 0,4 0,5 2,6 0,5
9 1,3 0,6 3 2,1
10 1,3 0,3 3,1 0,5
11 2 1 3,4 1,4
12 1,4 0 2,6 0
Promedio+tDS** | 1,3+0,5 0,7+ 0,3 3,2+£0,3 1,0+£0,6

*nd: no se determind
**DS: Desviacion estandar
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S. aureus Coliformes Aerobios Enterobacterias

Figura 3. Recuento (log ufc/100 cm?) de los microorganismos indicadores estudiados
sobre la superficie de medias reses.

5.2 BUSQUEDA Y AISLAMIENTO DE LISTERIA SPP.

Del muestreo realizado sobre la superficie de las medias reses no se logré recuperar Listeria spp.,
sin embargo todos los recortes y corte de carne en placas de agar Palcam presentaron colonias
caracteristicas de Listeria spp. Los cultivos que en caldo Fraser (segundo enriquecimiento) cambiaron
de coloraciéon hacia el negro (Figura 4), posteriormente en placas de agar Palcam presentaron
crecimiento de colonias caracteristicas de Listeria spp. (Figura 5). A partir de cada placa de agar
Palcam se aislaron 1 -7 colonias para su posterior identificacion totalizando en 35 aislamientos.

En la tabla 11 se muestran los aislamientos realizados a partir de cada muestra.

Figura 4. Tubos con caldo Fraser luego del Figura 5. Colonias caracteristicas de
periodo de incubacion. Tubo A: no presentd Listeria spp. en agar Palcam presentan 27
cambio de coloracion, tubo B: cambio de coloracion verde-grisacea con halo negro.

coloracion hacia el negro, presuntiva presencia
de Listeria spp., tubo C: control negativo.



Tabla 11. Nimero de muestras que presentaron crecimiento en agar Palcam y aislamientos que se
realizaron a partir de cada una de ellas, con su cddigo correspondiente.

Numero de muestra Tipo Identificacion del aislamiento
1 Corte de carne F1 L5
2 Recorte de carne F1 L6
3 Recorte de carne F2 L(10,15,34,37,38,39,43)
4 Recorte de carne F2 L(16,17,18,19)
5 Recorte de carne F2 L(11,20,21,28)
6 Recorte de carne F2 L(24,33,35,45,46)
7 Recorte de carne F2 L(36,44)
8 Recorte de carne F2 L(12,41,42)
9 Recorte de carne F2 L(22,23,29,30,40)
10 Recorte de carne F2 L(13,14,31,32)

5.3 IDENTIFICACION DE LISTERIA SPP.

5.3.1. Disefo primers

Se disefié un primer forward especifico para L. grayi dentro del gen iap, cuyo tamafio de producto
de PCR esperado es de 357 pb (tabla 12).

Tabla 12. Secuencia del primer forward para L. Grayi con su tamafio de producto esperado y valor de Tm.

Primer Secuencia5’-3’ %GC | Tm (°C)
Grayi GCT ACC AGC ACA CCA GCT AA 55 60.5

El resultado del andlisis BLAST mostr6 100 % de homologia con tres secuencia de L. grayi:
JF967616.1 ATCC 25400, M80352.1 Listeria grayi extracellular protein y M95579.1 Listeria grayi
iap-related gene, y no presenté homologia con ninguna otra especie de Listeria.

Se alinearon las secuencias de las 6 especies de Listeria posibles presentes en la reaccion de
multiplex para corroborar que los primers sean especificos solamente para la especie que reconocen.
Solamente los primers Lis 1A y Lis 1 B (especificos del género Listeria) presentaron secuencias
complementarias en las cinco especies de Listeria (anexo l1).

5.3.2 Identificacién molecular de Listeria spp.

La caracterizacion de los aislamientos a nivel de género se realizé mediante PCR convencional
utilizando primers especificos para la deteccion de Listeria spp. (Lis 1A- Lis 1B) dentro del gen iap.
En todos los aislados al igual que en las cepas (L1, L2, L3, L4) cedidas por Agricultural Research
Service (NRRL) Culture Collection se obtuvo un producto de PCR de 1600 pb, tamafio esperado
del género Listeria (figura 6) confirmando que las colonias aisladas correspondian a este género.

Posteriormente, mediante PCR multiplex se determind que de los 35 aislamientos, 6 dieron un
producto de PCR de 660 pb correspondiente a LMy 29 un producto de 870 pb correspondiente a
LI (figura 7). Ningudn aislamiento correspondio a L. grayi, L. welshimeri, L. seeligeri ni L. ivanovii.
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Las cepas cedidas por Agricultural Research Service (NRRL) Culture Collection mediante PCR
multiplex efectivamente presentaron un producto de PCR de 870pb correspondiente a LlI.

L30 L31 L32 L33 L34 L35 L1 C- L36 L37 L38 MP L39 L40 L41 L42 L43 L44 L45 L46 L1

pb

1600-» SNV Y W

Figura 6. Identificacion a nivel de género Listeria por PCR convencional
utilizando primers Lis 1A- Lis 1B. Carril 1- 7, 9-11, 13-21 aislamientos;
carril 8: control negativo; carril 12 marcador de peso molecular. Gel de
agarosa 1,2% tefiido con Bromuro de Etidio.

pb

870 »
660 »

Figura 7. Identificacion de especies de Listeria mediante PCR multiplex.
Carril 1-6,8-10: aislamientos; carril 11: NRRL- ATCC 33090 (L4) carril 7:
marcador de peso molecular; carril 12: control negativo. Gel de agarosa
1,2% tefiido con Bromuro de Etidio.

5.3.3 Identificacién bioguimica

Los aislamientos identificados por métodos moleculares se verificaron posteriormente por métodos
bioguimicos. Se seleccionaron 19 aislamientos para este estudio: 13 de LI (cuatro
correspondientes a cepas cedidas por Agricultural Research Service (NRRL) Culture Collection y 9
obtenidos del muestreo en carne) y 6 de LM (obtenidas del muestreo). Todas las cepas con la
tincion de Gram presentaron coloracion violeta (Gram positivas) con morfologia bacilar y mostraron

reaccion positiva frente a la reaccion de la catalasa (tabla 13).

Tabla 13. Cepas utilizadas en la identificacion bioquimica, resultados obtenidos en la reaccién de catalasa, tincion de
Gram y morfologia que presentaron. En asterisco se muestran las seleccionadas para el ensayo de galerias API Listeria.

Especie
N° muestras Cddigo | por PCR | Catalasa | Gram Morfologia Fuente
1 L1 L.l + + Bacilar NRRL- B 33088
2 L2 L.l + + Bacilar NRRL- B 33551
3 L3 L.l + + Bacilar NRRL- B 33314
4 L4* L.l + + Bacilar NRRL- ATCC 33090
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5 L10* L.l + + Bacilar Carne
6 L11* L.M + + Bacilar Carne
7 L20* L.M + + Bacilar Carne
8 L21* L.M + + Bacilar Carne
9 L22* L.M + + Bacilar Carne
10 L23 L.l + + Bacilar Carne
11 L24 L.l + + Bacilar Carne
12 L28* L.M + + Bacilar Carne
13 L29* L.l + + Bacilar Carne
14 L38 L.l + + Bacilar Carne
15 L40* L.l + + Bacilar Carne
16 L43* L.M + + Bacilar Carne
17 L44 L.l + + Bacilar Carne
18 L45 L.l + + Bacilar Carne
19 L46 L.l + + Bacilar Carne

Para el ensayo de galerias API se seleccionaron 6 aislados de LM (L11, L20, L21, L22, L28, L43) y
4 de LI (L4, L10, L29 y L40) (mostrados en asterisco en la tabla 13). Todas las cepas de LM y LI
provenian de muestras de carne, excepto L4 que correspondia a NRRL ATCC® 33090™. Todos
los aislados de LM como LI presentaron los mismos resultados en todos los test de galerias API,
excepto para el test DIM (diferenciacién Innocua- monocytogenes) que presentaron reaccion negativa
y positiva respectivamente (figura 8). La cepa L4 a diferencia de nuestros aislados de LI fue
Rhamnosa positiva. En la tabla 14 se muestran los 10 test presentes en galerias API® Listeria con
su reaccion correspondiente y los resultados obtenidos para los aislados estudiados y L4. Todas
los aislados de LM presentaron el perfil numérico 6510, los aislados de LI presentaron 7110

y la cepa L4 7510.
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En el ensayo DIM se visualiza la diferenciacién entre LI y LM, los demas ensayos son comunes en ambas, excepto
Rhamnosa que puede ser variable en LI.
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Tabla 14. Test presentes en API® Listeria con su reaccién correspondiente y los resultados obtenidos
para nuestros aislados de LIy LMy cepa L4.

Test Reacciones Resultados
LI L4 LM
DIM Diferenciacion LI/LM + + -
ESC Hidrdlisis (Esculina) + + +
aMAN A- Manosidasa + + +
DARL Acidificacion (D-Arabinol) + + +
XYL Acidificacién (Xilosa) - - -
RHA Acidificacién (Rhamnosa) - + +
MDG | Acidificacion (Metil — aD- Glucopiranosido) + + +
RIB Acidificacion (Ribosa) - - -
GP1 Acidificacién (Glucosa-1-Fosfato) - - -
TAG Acidificacién (Tagatosa) - - -

5.4 EFECTO DEL ACIDO LACTICO EN MICROPLACA

En el ensayo realizado en microplaca, utilizando concentraciones de AL entre 2 y 5 % (permitidas
para el tratamiento en carnes), macroscopicamente no se observé turbidez (crecimiento bacteriano)
en ninguno de los pocillos de los aislados estudiados (L1, L4 y L10), a excepcion de los controles
positivos. Los valores de absorbancia en las diferentes concentraciones de AL no presentaron

diferencias significativas con respecto al control negativo.

Sin embargo, para concentraciones de AL entre 1,2- 0,1%, para los aislamientos de LI (L1, L2, L3,
L4, L10, L23, L29, L38, L40, L44, L45, L46) y LM (L11, L20, L21, L22, L28, L43) se observd
turbidez indicativa de crecimiento bacteriano hasta la concentracibn de AL correspondiente al
0.2%, a partir de 0,3% el cultivo no presenté turbidez, asignando dicho valor a la CIM. En la figura 9
y 10 se muestran los graficos de absorbancia en funcién de la concentracion de AL para L4 y L20
respectivamente. En la tabla 15 se muestran los valores de pH en la microplaca luego del periodo

de incubacion para las distintas concentraciones de AL.

Por otra parte, al sembrar una alicuota (100ul) de los pocillos en placas de agar Palcam hubo
crecimiento bacteriano hasta la concentracién de AL correspondiente a 0.43%. A partir de 0.72% de
AL ya no se recuperaron colonias (figura 11), asignando dicho valor a la CMB, poniendo en evidencia
un efecto bactericida sobre Listeria a dicha concentracion.

Los aislados de LM y LI utilizados en este ensayo presentaron comportamientos similares frente al

AL: mismos valores de pH, CIM y CMB.
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Figura 9. Valores de absrobancia en funcién de la
concentracién de AL (%) para L4. El ensayo se
realizd por triplicado y se promediaron los valores,
barras de error representan DS, letas (a, b, c y d)
diferentes indican diferencia significativa.

Tabla 15. Placas de agar
palcam, a partir de 0.7% no
hay crecimiento bacteriano.
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Figura 10. Valores de absrobancia en funcion de la
concentracion de AL(%) para L20. El ensayo se realizd
por triplicado y se promediaron los valores, barras de
error representan DS, letas (a, b, c y d) diferentes
indican diferencia significativa.
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Figura 11. Placas de agar palcam
provenientes del cultivo de la
microplaca. A partir de 0.7% no
hay crecimiento bacteriano, a
concentraciones menores
persisten células viables.

5.5 EFECTO DEL ACIDO LACTICO SOBRE L20 EN CARNE ENVASADA AL VACIO
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En carnes inoculadas con L20 (grupo A), los recuentos de Listeria en agar Palcam no se vieron

afectados a concentraciones de AL inferiores al 4% . A concentraciones de 4 y 5% se observo un
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disminucion significativa en los recuentos con respecto al inoculo inicial. Dentro del grupo A, se
compararon los recuentos de Listeria en carnes con 5% y sin AL a lo largo del tiempo, donde para las
semanas uno y dos los recuentos fueron significativamente diferentes entre ellos. Sin embargo, a

partir de la tercera semana no se observaron diferencias significativas en los recuentos entre los

a
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tratamientos (figura 12).
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Figura 12. Recuentos de L20 (log ufc/g) a lo largo del
tiempo, para carnes tratadas con (5%) AL en verde y sin
AL (0%) en azul. Los valores son promedios de dos
ensayos independientes, barras de error representan
desviacion estandar, letas (a y b) diferentes indican
diferencia significativa (p <0.05).

Al analizar la evolucion del inoculo L20 en el tiempo se observa que en las carnes tratadas con 5%
de AL la reduccion en los recuentos con respecto al control (0% AL) se manifiesta en la primer semana
de almacenamiento y no cambia con el tiempo (figura 13). Por otra parte en las carnes sin tratamiento
con AL se observa una disminucién en los recuentos en funcion del tiempo y al final de la semana 7
alcanzé recuentos 1.5 log menor respecto al inicial (figura 14) igualando el valor obtenido con 5% de
AL.

Carnes que no fueron inoculadas con L20 (grupo B), no presentaron crecimiento de Listeria a lo largo

del tiempo.
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Figura 14. Recuentos de L20 (log ufc/g) a lo largo de
tiempo, para carnes sin tratar con AL. Los valores
son promedios de dos ensayos independientes,
barras de error representan DS, letas (a y b)
diferentes indican diferencia significativa.

Figura 13. Recuentos de L20 (log ufc/g) a lo largo
del tiempo, para carnes tratadas con 5 % de AL. Los
valores son promedios de dos ensayos
independientes, barras de error representan DS,
letas (@ y b) diferentes indican diferencia
significativa.

5.6 RECUENTOS DE BAL EN CARNE

Los recuentos de BALs no presentaron diferencias significativas entre los grupos Ay B, como tampoco
entre de las distintas concentraciones de AL en cada semana. Los recuentos en la poblacion
de BALs fueron en aumento a lo largo del tiempo. Se partié de una carga inicial de aproximadamente
2.7 log ufc/g, llegando a las 7 semanas a una carga superior a 7 log ufc/g (Figura

15). Este valor se alcanz6 a la quinta semana y se mantuvo constante. A partir de la sexta semana

las carnes presentaron un olor desagradable.
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Figura 15. Recuentos de BALs (log ufc/g) vs semanas. El
recuento de BALs se realizd durante siete semanas en
carne envasada al vacio. Los valores son promedios de dos
ensayos independientes, barras de error representan DS,
letas (a y b) diferentes indican diferencia significativa
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6.0 DISCUSION

La calidad microbiolégica de la carne es el resultado de las mdltiples intervenciones que se realizan
durante su produccion en la planta frigorifica. Una forma sencilla de evaluarla es a través del recuento
de microorganismos indicadores, éstos advierten oportunamente de un manejo inadecuado
0 contaminacion que incrementan el riesgo de presencia de microorganismos patégenos. Las
carcasas evaluadas en este estudio presentaron recuentos de microorganismos indicadores varios
ordenes de magnitud por debajo de los limites establecidos por las normativas vigentes. Para aerobios
mesofilos totales, indicador de higiene y condiciones de manejo, se obtuvo un recuento promedio de
3.2 + 0.3 log ufc/100 cm?, significativamente menor que el valor limite establecido de 7 log ufc/100
cm? y para enterobacterias, indicador de contaminaciéon con materia fecal, el recuento promedio
fue 1.0 + 0.6 log ufc/100 cm?, significativamente menor que el valor limite establecido de 4.5 log
ufc/100 cm?.  Sumado a esto, los recuentos para coliformes y S. aureus también fueron bajos.
Confirmando un buen manejo de las medias reses durante el proceso

de faena por la planta frigorifica.

En cuanto a la Listeria, a pesar de su naturaleza ubicua (Norton, 2000), no se recuper6 en las
carcasas estudiadas pero si se encontrd en todas las muestras de carne analizadas. Estos datos
concuerdan con estudios realizados en otros paises por Madden y colaboradores (2007), donde la
diferencia entre la prevalencia de Listeria entre carcasas y carne puede deberse a que el ambiente
y las superficies donde se manipula la carne durante el desosado son una fuente més probable de
Listeria que el propio animal. Esto puede explicarse por la capacidad de la Listeria de formar
biofilms sobre las superficies de trabajo y su resistencia a los agentes de limpieza, consistente con
los resultados obtenidos por Nesbakken, Kapperud, and Caugant (1996). Estos resultados
sugieren que en estas plantas frigorificas la contaminacién por Listeria se origina principalmente

por recontaminacion debido a la manipulacién de los cortes cérnicos durante el desosado.

La estrategia de aislamiento en el medio selectivo Palcam e identificacion por PCR multiplex resulté
ser apropiada para la identificacion de especies de Listeria. Todos los aislados de colonias
caracteristicas de Listeria, mediante identificacion molecular por PCR se determiné que efectivamente
pertenecian al género Listeria, de los cuales de un total de 35 aislamientos, 29 fueron LI y 6
LM. De ningun aislamiento se recuper6 L. grayi, L. welshimeri, L. ivanovii ni L. seeligeri. Dado el
bajo nimero de carnes muestreadas no es posible concluir que LI es la especie predominante de
Listeria en la planta frigorifica, para ello se deberia trabajar con un mayor nimero de muestras. Sin
embargo, en el estudio realizado por Bosilevac y colaboradores (2006) en carnes uruguayas, LM fue

la especie con mayor prevalencia. De 226 muestras analizadas, 66 fueron
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positivas para Listeria, de las cuales 53 fueron LM y en menor medida se encontraron LI y L.
seeligeri. Dentro de LM, el serotipo 4b fue el mayoritario, dicho serotipo es el responsable de la
mayoria de los casos de listeriosis invasiva (Doumith M. et al., 2004; Mead P. S. et al., 2006). Sumado
a esto, se encontré que dicho serotipo provenia de cuatro establecimientos distintos, sugiriendo que
posiblemente su fuente sea el ambiente del procesamiento. Este es otro indicio de que la

contaminacién es debida principalmente al entorno de produccién.

El método de PCR convencional es un método rapido sin embargo se necesita de una serie de pasos
previos de la muestra, tales como enriquecimiento, aislamiento y extraccion de ADN que llevan como
minimo seis dias. Dicho periodo de tiempo resulta demasiado largo para las industrias alimentarias
cuando necesitan obtener los resultados rapidos, ya sea para tomar decisiones preventivas (en caso
de ser necesario) como para cumplir con la reglamentacién requerida. Sumado a que solamente
los subtipos 1/2a, 1/2b y 4b de los trece de LM son los responsables generalmente de causar
listeriosis en humanos (Gellin, 1989), se hace necesario la implementacioén de métodos de deteccion
mas rapidos, precisos y que permitan la caracterizacion a nivel de subespecie. Actualmente en el
laboratorio de Alimentos y Nutricion del Instituto Polo Tecnoldgico de Pando (IPTP) se esta
trabajando en la puesta a punto de los métodos moleculares gPCR y PFGE, para asi lograr la
identificacion de los aislamientos de forma mas rapida, con pasos mas cortos de enriguecimientos
selectivos previos de la muestra y como también lograr la subtipificacion de los mismos.

Los aislamientos seleccionados para la identificacion mediante técnicas bioquimicas presentaron
morfologia bacilar, Gram positivos y catalasa positivos, siendo todas éstas caracteristicas propias
del género Listeria. Por otra parte, el uso de galerias APl permitié la diferenciacion entre especies
coincidiendo con los resultados obtenidos por PCR multiplex, como también se obtuvieron
caracteristicas bioquimicas adicionales de las cepas en estudio. Segiin Moreno y col. (2009), los
perfiles numéricos mas frecuentes en galerias APl de LM aisladas de alimentos son 6510 y 6110,
en este trabajo todos nuestros aislados de LM estudiadas presentaron Unicamente el perfil
numérico 6510, los de LI y la cepa L4 presentaron 7110 y 7510 respectivamente. Esta diferencia esta
dada por la acidificacion de la ramnosa, ya que cepas de LI pueden presentan un perfil variable

frente a este ensayo, y en este caso Unicamente la cepa L4 acidificé la ramnosa.

Segun estudios realizados por Marshall y colaboradores (1993), donde incubaron cepas de LM en
caldo de TSB-YE a 35°C con distintas concentraciones de AL (0; 0,0625; 0,125; 0,25 y 0,5%)
concluyeron que el AL 0,25% inhibe el crecimiento de LM. Resultados similares se obtuvieron en este
trabajo, donde aislamientos de LI y LM fueron sensibles al tratamiento con AL mostrando inhibicién

de crecimiento en medio TSB-YE a partir de concentraciones de AL de 0,259%.
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Por otra parte, el AL 0,7% present6 un efecto bactericida sobre las mismas cepas, atribuible
principalmente al valor del pH, ya que en estas condiciones es el principal parametro variable. A pH
4.5 no hubo crecimiento bacteriano, pH muy cercado al descrito por diversos autores en el cual no es

posible el crecimiento de Listeria (Martin, S.E et al., 2000).

En el estudio en placa sobre el efecto del AL, si bien no se tiene en consideracién algunos parametros
caracteristicos de la carne (temperatura de almacenamiento, aw, flora acompafiante) da idea del
posible efecto del AL sobre cepas de Listeria. Con el fin de obtener una visidbn mas representativa
a la realidad, se realiz6 el experimento en trozos de carne utilizando concentraciones
de AL entre 5y 0%. En carnes envasadas al vacio y refrigeradas a 4°C tratadas con AL 5% la
carga microbiana descendié en las primeras dos semanas y luego se mantuvo relativamente
constante en el tiempo. Indicando una accién inmediata del AL, y que luego de cierto periodo de
tiempo éste deja de actuar. Hwang y colaboradores (2012), indicaron que la accion del AL no mejora
con inmersiones prolongadas del mismo. Por tanto su accién es inmediata e independiente del tiempo

de contacto.

En carnes no tratadas con AL los recuentos de LM también disminuyeron en el tiempo, indicando
un efecto inhibitorio independientemente de la aplicacion del AL. Paralelamente a la disminucién de
Listeria aumentd la poblacién de BALs. De hecho una de las limitantes de la vida util de la carne
envasada al vacio es el crecimiento de BALs por entre 6 y 8 log ya que a esos niveles se generan
olores y sabores desagradables en la carne. Por otro lado, esta reportado en la literatura que las
BALs son capaces de generar acidos organicos y bacteriocinas (lzquierdo et al. 2008; Eijsink et al.

1998) y la produccion de acidos es lo que lleva a la disminuicion en el pH (Bredholt et al., 2001). Para
algunas de estas bacteriocinas se ha demostrado un efecto sobre el crecimiento de Listeria. En un
estudio realizado por Maragkoudakis P.A. y colaboradores (2009) sobre carne de pollo cruda,
aplicando bacteriocinas (Enterococcus faecium PCD71 y Lactobacillus Fermentum ACA- DC179)
observé una reducccion significativa en el crecimiento de LM, ademas que no causaron deterioro de
la carne. BALs del género Enterococcus son reconocidas como GRAS y se encuentran en el tracto
intestinal de animales (Javed A., et al.,, 2011). En otro estudio realizado por Guerrieri E. y
colaboradores (2009) también indicaron la importancia de las bacteriocinas en la inhibicion de LM, y
a la disminucién del pH dado por la produccion de AL. Ademés las BALs poseen accion
bacteriostatica (Cardenas F. et al., 2005), lo cual mejora la calidad microbiolégica de la carne ya
que restringen el crecimiento de organismos no deseados (Chaillou et al., 2005; Chen et al., 2003;
Holzapfel et al.,, 1995; Jones 2004). Toda esta evidencia sugiere que la disminucién en los
recuentos de LM en la carne envasada al vacio pueda estar relacionada con el aumento en los

recuentos de BAL y su actividad antimicrobiana.
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7.0 CONCILUSION

e Se registraron hallazgos de Listeria Monocytogenes en carnes uruguayas.

e En microplaca el &cido lactico presenta actividad inhibitoria al 0.3% y bactericida al 0.7%

sobre cepas de Listeria Monocytogenes y Listeria Innocua.

e A pH menor de 4.5 en microplaca no es posible el crecimiento de Listeria Monocytogenes ni
Listeria Innocua.

e El uso del acido lactico al 5% sobre carne puede utilizarse como una estrategia mas para el

control de Listeria Monocytogenes.

e El &cido lactico actua en forma inmediata, su efecto no perdura el tiempo.

e En carnes envasadas al vacio sin AL, se produce una disminucion del crecimiento de
Listeria Monocytogenes que podria estar dada principalmente por el crecimiento en la

poblacion de BALs. Se necesitan mas estudios a este respecto.
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9.0 ANEXOS
9.1 ANEXO |

REACTIVOS Y SOLUCIONES

ffor | field (SoluCid R

Pesar 43 g KH2PO4 y disolver en 500 mL de H20 destilada.

Ajustar el pH entre 6.6-7.2 con aproximadamente 175mL de NaOH 1M (40g/L)

Diluir a 1 L con H20 destilada

Almacenar en refrigerador (descartar en caso de cambio en el valor del pH de la solucién)

ffer | field dilui

Realizar una toma de 1.25 mL de solucién stock y diluir a 1 L con H20 destilada.
Autoclavar a 121°C durante 15 minutos en botellas de vidrio.

f lisi
SDS 10% 2,5ml
NaOH 1 N 5,0ml

AguamiliQ  100ml
Preparar y almacenar a temperatura ambiente en frasco estéril con tapa a rosca

ffer Tri TAE) Solucig Ire 50X

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57.1g
EDTA 0.5M (pH 8) 100 ml

lucisn d ba ;
TAE 50X 10 ml
Agua tridestilada estéril 500 ml
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9.2 ANEXO I

PROTOCOLOS

incion de G

Preparacion del frotis

Colocar una gota de agua sobre el portaobjetos, tomar una colonia con el ansa y tocar la gota, quemar el
ansa y luego de enfriada, mezclar bien con el agua para lograr una suspensién homogénea. Dejar secar al
aire. Pasar el portaobjetos tres veces cerca de la llama del mechero para fijar.

Coloracion de Gram

1) Cubrir el portaobjetos con solucién de cristal violeta y dejar 1 min. Lavar suavemente con agua.

2) Cubrir con lugol y dejar 1 min. Lavar con agua.

3) Cubrir con etanol 95% y dejar 30 seg. moviendo suavemente la lAmina. Continuar lavando con etanol
hasta que no se arrastre mas colorante. Lavar con agua.

4) Cubrir con solucion de safranina y dejar 15 seg. Lavar y secar.

5) Observar al microscopio con lente de inmersion (100x).

i6n de Catal

Colocar una pequefia gota de peroxido de hidrogeno al 3% sobre la superficie de un portaobjetos y transferir
con un palillo de madera estéril una colonia bien aislada y emulsionar bien. La formacién inmediata de burbujas
indica reaccion positiva.

Galerias API|

Luego del periodo de incubacién de las galerias, colocar una gota del reactivo ZYM solamente al ensayo
DIM. Pasados 3 minutos leer todas las reacciones. Dependiendo del color de cada reaccion la prueba se
considera positiva 0 hegativa. En la siguiente tabla se muestra el resultado de cada test dependiendo de la
coloracion de la reaccion.

Test Resultados
Negativo Positivo
DIM Naranja palido Naranja
ESC Amarillo palido Negro
aMAN incoloro Amarillo
DARL
XYL
RHA
MDG | Rojo/ rojo anaranjado Amarillo / amarillo
RIB anaranjado
GP1
TAG
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9.3 ANEXO IlI

ALINEAMIENTO MULTIPLE

Alineamiento multiple de secuencias de seis especies de Listeria (iap gen) obtenidas del GenBank implicadas en la PCR multiplex.

INNOCUA: gi|52550798|gb|AY729925.1|

MONOCYTOGENES :

gi|347014916|gb|JF967608.1]|

IVANOVII: gi|347547510 c553784-552155
SEELIGERI: gi|289433373 ¢521599-520028
WELSHIMERI: gi|116871422 c585392-583818

GRAYI:

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1]|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi 52550798 |gb|AY729925.1|
gi|347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi|347014932gb|JF967616.1|

gi 52550798 |gb|AY729925.1|
gi|347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi|347014932gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gi]116871422 ¢585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
91116871422 ¢585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1 |
gi]347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi 289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi]347014932]gb|JF967616.1]

gi 52550798 |gb|AY729925.1]
gi[347014916|gb|JF967608.1]|
gi|347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1|

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi1347014916|gb|JF967608.1 |
911347547510 c553784-552155

gi|347014932|gb|JF967616.1]

CTTACTTACA

GAAAAAAGCA
GAAAAAAGCA
GAAAAAAGCA
GAAAAAAGCA
GAAAAAAGCA

GAAAAAAGCA

TTGCTGCACC
TTGCTGCTCC
TTGCTGCACC
TTGCTGCTCC
TTGCTGCACC
TCGCTGCTCC

GATACACTTT
GATACTCTTT
GATACTCTTT

CCTTAAAGGA

ACTATCG. ..
ACTATCG. ..
ACTATCG. ..
ACTATCG. ..
ACTATCG. ..
ACGATCGTTT

AACTATCGCA
AACAATCGCA
AACTATCGCA
AACTATCGCA
AACTATCGCA
ATCGGTTGTC

GGGGTATCGC
GGGGTATCGC
GGGGTATTGC

CTCCCCAGCA

CGGCTACAGC
CGGCTACAGC
CGGCTACAGC
CGGCTACAGC
CGGCTACAGC
CCGCTGCTGC

TCCGCAAGCA
TCCGCAAGCA
TCCGCAAGCA
TCCGCAAGCA
TCCGCAAGCA
TCAGCAAATA

TCAGAGCAAA
ACAAAGTAAA
TCAAGATAAG

GTACATCTCA

TGGGATTGCG
TGGGATTGCG
TGGGATTGCG
CGGGATTGCG
CGGGATTGCG
TGGAATAGCT

CAGTAGTAGT
CTGTAGTAGT
CTGTAGTAGT
CTGTAGTAGT
CTGTAGTAGT
CAGTGGTTGT

GGGACTACTG
GGGACTACTG
GGGACAACTG

AGCCCTAAGA

TTATGAATAT
. .ATGAATAT
TTATGAATAT
. .ATGAATAT
. .ATGAATAT
. .ATGAATAT

GTTACAGCAT
GTAACAGCAT
GTCACAGCAT
GTTACAGCAT
GTTACAGCAT
GTCACAGCAT

TGAAGCTGGA
CGAAGCTGGT
TGAAGCTGGA
TGAAGCTGGA
TGAAGCTGGA
CGCATCTGGT

TTGACGCCAT
TTGACGCAAT
TTGACGCACT

50

100

150

200
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gi|289433373 ¢521599-520028
gi|116871422 c585392-583818
gi|347014932|gb|JF967616.1|

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1]|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi|52550798|gb|AY729925.1|
gil347014916|gb|JF967608.1 |
gil347547510 c553784-552155
gi1289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi1347014932 |gb|JF967616.1|

gi 52550798 |gb|AY729925.1]
gi|347014916|gb|JF967608.1]|
gi1347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gi1116871422 ¢585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi (52550798 |gb|AY729925.1|
gi[347014916|gb|JF967608.1|
gi1347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil1116871422 ¢585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi (52550798 |gb|AY729925.1|
gi[347014916|gb|JF967608.1]|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gi]116871422 ¢585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
91116871422 ¢585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

gi]52550798 |gb|AY729925.1 |

gi]347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi1289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1 |
gi1347014916|gb|JF967608.1 |
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
gi 1347014932 |gb|JF967616.1 |

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1]

GATACTCTTT
GATACTCTTT
GATACACTTT

TAAAAAAGCA
TAAAAAAGCA
TAAAAAAGCG
AAAAAAAGCT
TAAAAAAGCA
AAAACAACTC

TACAAGTAAA
TACAAGTAAA

GGGGTATTGC
GGGGTATTGC
GGGGGATCGC

AACAATTTAA
AACAATTTAA
AACAATCTAA
AACAAACTAA
AACAATCTAA
AATAAACTTG

CGAGGTTGCT
TGAGGTTGCT

TCAAGATAAT
TCAAAGTAAA
TTCCAAAACT

CCACTGATAA
CAACAGATAA
CATCTGATAA
CAACTGATAA
CATCTGATAA
ACTCTGATAG

ACTGAAGAAA
GCTGCTGAAA

TACAAATAAC
TACAAGTAAC
TACAAGTAAC

TGAGGTAGCA
TGAGGTAGCG
TGAGGTAGCT

AGCG...AAA
AGCG...AAA
AGCG...AAA

TAACAATCAA

GCAACTTGGC
GCAACTTGGT
GCTACTTGGT
GCAACTTGGT
GCTACTTGGT
GCAACATGGC

TACTTCCATT
TACGTCAATC
CACTTCTTTA
CACTTCTTTA
TACTTCCCTA
TACTTCCCTA

ACGGTTGGCA
ATGGCTGGAA
ATGGCTGGAA
ATGGCTGGAA
ATGGCTGGAA
ATGGTTGGAA

GGTAAATACT
GGTAAATACT
GGCAAATACT
GGCAAATACT
GGCAAATACT
GGAAAATACT

AGAAGTGAAA
AGAAGTGAAA
AGAAGTAAAA
AGAAGTTAAA
AGAAGTAAAA

AAGCAAAAAC
AAACAAAAAC
AAACGAAACC
AAACTAAAAC
AAACTAAAAC
AAGCAGTGAC

CCAAAAGCAG
CCTAAAGTAG

AGAAGTAGCT

TTAATGTACG
TAAACGTTCG
TGAATGTACG
TAAACGTACG
TAAATGTTCG
TGAATGTTCG

AAAGGTGGAA
AAAGGCGGAA
AAAGGTGGCA
AAAGGTGGCA
AAAGGCGGTA
AAAGGCGGTA

CAAAATTACT
CAAAATTACT
CAAAATTTCA
CAAAATCACT
TAAAATTTCT
CAAGATCTCT

TAACAGACAA
TAACTGACAA
TAGGTACTAC
TAGGTAATGC
TAGGTGATGC
TATCTGACGC

AAAGAAACGA
AAAGAAACTA
GAAGAAACAA
CAAGAGGAAA
CAAGAAACGA

AGAAGTAAAA
TGAAGTAAAA
AGAAGTAAAA
AGAAGTTAAA
AGAAGTGAAA
CCA. .CAAAG

CTGAAACTAA
CAGAAACGAA

GCTC...AAA

TTCTGGCGCT
TAGTGGCGCT
TTCTGGCGCT
TTCAGGCGCT
TTCTGGTGCT
TCATGCTCCT

CCAAAGTAAC
CAAAAGTAAC
CGAAAGTAAC
CTAAAGTAAC
CAAAAGTAAC
CAGTTGTCAA

TACAATGATG
TACAACGACG
TATGGCGAAG
TATGGTGAAG
TATGGCGAAG
TTTGACAATG

AGCAACTAGC
AGTAGCAAGC
TGTAACAAGT
TGTAACAAGT
TGTGACAAGT
AAAAGTCGCT

CTACT...CA

GGCACAACTG
GGGACAACTG
GGTACTACCG

AATCGTACCA
AATCGTACCA
AATCGTACCT
AATTGTACCT
AATCGTACCT
AATCGTACCG

AAGCAGAGAA
AAACAGAGAA
AAACAGAGAA
AAACAGAGAA
AAACAGAGAA
AAGTAGAAAA

GGAGTTGACC
GGTGTTGATA
GGAGTTGATA
GGAGTTGATA
GGAGTTGACA
GACGCAAATG

TGTTGAAACA
TGTTGAATCA
TGTTGAATCT
TGTTGAATCT
TGTCGAAGCA
AGTAGAAAGT

GAAAAACTGG
GGGAAACTGG
GAAAAACTGG
GAAAAACAGG
GAAAAACTGG
GTAAAACTGG

TTGACGCATT
TTGACGCACT
TTGACCAACT

GGTCAAAAAC
GGTCAAAAAT
GGTCAAAAAT
GGTCAAAAAT
GGTCAAAAAT
GGACAAAAAT

ATCTGTTAGC
ATCTGTTAGC
ATCTGTTACT
ATCTGTTAGC
ATCTGTTAGC
ATCTGTTAGT

ACAGCATTCT
ACAGTATTAT
ACAGTATCGT
ACAGTATTGT
ATAGTATTGT
AAAAAATACT

ACAGAATCAA
ACCGAATCTA
ACGGAAGCAA
ACAGAAGCAA
GCTGAATCCA
TCTGAAGCTA

TTACGTTAAC
TTTCGTTAAC
TTATGTTAAT
CTACGTTAAT
TTATGTTAAT
TTATGTAAAC

ACTCCAGTTG
ACTCCTGTTG

GCTCCGTCTG
GCTCCTGTTG
GCTCCTGTC.

ACAAGTTAAA
ACAAGCTGCA

TT...AAACA
CACCAACACA
.T...GCACC
CT...ACACC
CT...AAACA

CCTGCTACAG
CCTGCTGCAG

lcTacTCcARGC

GCAAGCGGCA

ACAAGCGGCT

400

450

Siwi_2

500

550

600

650

Ino_2

700

cereereeTe 1va 1

CCTGCTCAAC |Sel_1

CAACCAACTA
CA...AACTA
CA...ATCTA
CA...AGCTA
CA...ATCAA
CA....GAAG

AGAA...GCT
AGAA...ACT

ACAAACTGCA

CACAACAAAC
CACAAGCAAC
CACCAGCAAC
CACCAGCAGC

CCTGCTGCAG
.. .GTTACGA

TGCTCCTGCA
TACACCTGCA
TGTTCTTCCT
AACTACTGAA

750

CACCTGCCCC TACTGCTCCA |Wel 1

CAAAAGTCGC

CCAGTAGTAG
CCAGTGGTAG

TGCTACTTCG

ACCAAAATGC
ATCAAAATGC

800



gi|347547510 c553784-552155
gi|289433373 ¢521599-520028
gi|116871422 c585392-583818
gi|347014932|gb|JF967616.1|

gi|52550798 | gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1|
gi 347547510 c553784-552155
gi|289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi|347014932(gb|JF967616.1|

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1]|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gi1116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi 52550798 |gb|AY729925.1|
gi|347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi|347014932gb|JF967616.1]

gi 52550798 |gb|AY729925.1]
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1]

gi|52550798 |gb|AY729925.1]

gi|347014916|gb|JF967608.1]
911347547510 c553784-552155
gi 289433373 ¢521599-520028
gil1116871422 ¢585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1]

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi 1289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1]

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi|289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi]347014932]gb|JF967616.1]

91152550798 |gb|AY729925.1|
gi|347014916|gb|JF967608.1]|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]

gi|52550798|gb|AY729925.1|

AAAGATGCAG

CGGAAACAAA
TAGAAACTAA

AAAG...CAG

CCGAAACTAR

TACTACACAT
TACTACACAC
TTCAACATAC
AACAACTCAT
TACTACTCAT
TTCTACTTAC

AGTACGGTGT
AATACGGTGT
AATATGGCAC
AATACGGCGC
AATACGGCGC
AATATGGCGT

TCTTCTATTT
TCTTCTATTT
TCTTCTATTT
TCTTCTATTT
TCTTCTATTT
TCTTCGATCT

AACAGTAGCT
CACAGCTACT
AACTGCTTCA
AAACACTGCT
AACTGCTGCT
AGCTGCTCCA

AACAAACA..
AACAAGCT..
AACAAGTATC
AACAAACAGC
AAGAAACTTC
AACAAGAAGT

TGCTACTACT
TGCTACTACA
....ACAACA
TACTACAACT

GGCTGCTAAA

.. .AAGCACC
.. .AAGCACC
.. .AAGCACC
CAAAAGCACC
CTAAAGCGCC

GCTCCGTCTA
GCACCATCTA
GCTCCAACTG
GCTCCAACAG
GCACCAACAG
ACACCTGCAG

CACAACAAAC

.CGCAGTTAA

AACGTTAAAA
GCTGTTAAAA
ACTGTTAAAA
ACCGTTAAAA
ACTGTAAAAA
AAAGTAAAAA

TTCTGTTCAA
TTCCGTTCAA
TTCTGTTCAA
TTCTGTTCAA
TTCAGTTCAA
TCCTGTTCAA

ATGTAGGTCA
ATGTAGGTCA
ATGTAGGACA
ATGTGGGTCA
ATGTAGGACA
ATGTTGGTCA

CCAAAAGCAG
CCAAAAGCAG
CCAAAAGCGG
CCAAAAGCTG
CCAAAAGCAG
ACAACTGTAA

.GCTCCAGCA
.GCACCAGTA
TGCTCCAGTA
TGCACCAGTA
TACTCCAGTG
GAAGCAAACA

GAGAAAAAAG
GAGAAAAAAG
GCGAAAAAAG
GTTAAAAAAG
GTGAAAAAAG
GAAACAGTGA

AACTCAAGCT
AACAGAAGCT
GGCACAAGCT
TGCTCAAGCT
TGCTCAAGCT
AGCCCCTACA

CTAACACAAA
CAAACACAAA
TTAACACTAA
TTAATACAAA
TTAACACAAA
TTGACACAAG

AACAATAC..

AACAGAAACT
AACAACTGCT
AACA...GCA

GCGGCGACAC
GCGGTGACAC
GTGGTGACAC
GTGGCGATAC
GCGGTGACAC
GCGGTGATAC

GATATTATGT
GACATTATGT
AACATAATGT
GACCTAATGT
GATTTAATGT
AAATTGATCG

AAAATTAGCT
AAAACTTGCT
AGTTCTTGCT
AAATATCGCA
AAAAATTGCT
AACGATCGCA

AAACAAAAAC
AAGTGAAAAA
AAGTGAAAAC
AAGCCAAAAC
AAGTGAAAAC
AACAAGCCGC

GTAAAAGA.A
GTTAAAGA.A
GTAAAAGA.A
GTAAAAGA.A
GTAAAAGA.A
GCACCGGCTA

AAACTGCAAC
AAA...CAAC
AAGTTACACC
AAACAACAAC
AAGTAACTAC
AACCAGCTGT

GCGAAACCAG
GCAAAACCAG
GCAAAACCAG
GCAAAACCAG
GCAAAACCAG
GCGAAACCAG

CGCTTCTTCT
CGCTTCTTCT
TGCATCTACT
CGCTGCTACT

CCTGCTGTAG
CCTGCGGTAG
CCAGTAGTAG

AATTTGGGCA
TATTTGGGCT
AATTTGGGCA
AATTTGGGCA
AATTTGGGCG
GATCTGGGCT

CATGGAATAA
CATGGAATAA
CATGGAATAA
CATGGAATAA
CATGGAATAA
AATGGAATAA

ATTAAACAAC
ATTAAACAAA
GTTAAACAGG
GTAAAACAAA
GTTAAACAAA
GTAAAAGAAG

TCAAGCTCCT
AGAAGCTCCA
GGAAGCTCCA
AGAAGCTCCA
AGAAGCTCCA
TCCTGCTAAA

AATTCAAATG
AATACTAACA
AATACTCAAA
AGCACTAACA
AATACAAATA
AACAAGAACA

GGAACAACAA
ACAACAACAA
TCAAAAACAA
TGAAAAACAA
ACAAACACAA
TTCCAAGCCA

CTCCGGCTCC
CTGTAGAACA

TACACAGTAA
TACACAGTAA
TATACTGTAA
TATAAAGTAC

ATACAACTGC
ATACAAATGC
ATACTAATGC
ATACGAACGC

TTATCCGTGA
TTATCCGTAA
TTATCCAGTA
TTATCCGTTA
TTATCCGTTA
TTATCTGTCA

TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TCTTTCTTCT

...CAACTAA

.. .CAGCCAA
AAGCTGCTAA

GTGCTGCTAA
GCGCTGCTAA
CGGCTGCTAA

GCAGCTGAAA
GCAGCTGAAA
ACAGCTGAAA
GCAGCAGAAA
GCAGTTGAAA
GTCGCTCCGA

CGAATAC. ..
CTAACACAAA

AGCAAAACC.

ACAACTACTA
ACAGCACCTA
ACAAATACAC
ACTTCTACAA
ACAAACACTA
AAAGCAGCTA

... TGCCCCT
.. .AGCACCT
.. .AGCGCCT
AAAAGTAAGT

AACA....AA
AACG....AA
AAAGCGGCGA
AAAGTGGCGA
AAAGTGGTGA
AAAATGGTGA

850

900

950
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1000
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1100
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gi|347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil1116871422 ¢585392-583818
gi|347014932|gb|JF967616.1|

gi|52550798 | gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1|
gi|347547510 c553784-552155
gi|289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi|347014932(gb|JF967616.1|

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi]347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
gi1289433373 ¢521599-520028
91116871422 ¢585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1|

gi 52550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
gi|347014932gb|JF967616.1]

91152550798 |gb|AY729925.1 |
gi[347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi 289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi|347014932 gb|JF967616.1|

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1]
gi|347547510 c553784-552155
gi 289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi|347014932(gb|JF967616.1|

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |

gi|347014916|gb|JF967608.1|
gi|347547510 c553784-552155
gi|289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi]347014932]gb|JF967616.1]

gi 152550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

TACGAATACA
CACTTTAAGC
TACATTAGGC
TTCTCTAAGT
TTCCCTTGGG

AAGCAC. ...
AAGTAC. ...
AAGCACTTAA
AAGCACTTAA
AAGCACTTAA
CAAACTGGAA

TTAAAAGTAA
TTAAAAGTAA
TTAAAAGTGA
TTGAGCGTAA

TGCTACTGCT
.GCAACTGCT
TACAACTGCA
ACCAGCAGTT

CAAGG..TTC
CAAGG. .TTC
CAAGTACACC
CAAGTACTCC
CAAGTACTCC
CTAATACAAC

AACAATAC. .
AAAATTGCTA
AAAATTGCTT
AAGATTGCTA
AAAATCGCTT

TGGCTTAAAT
CGGCTTAACA
TAACTTAACT
CAACTTGAAT

AAAACACAAA
AAAATACCAA
AAGGTACAGT
AAGGTACTGT
AAGGTACTGT
AAGCCAGTGC

CCAACAACGA
CCAACAACAA
CCAACAACAA

CAACATTTGG
CTACATTTGG
ACACATTTGG
CTCTATTCAA

. .AGTGATAA
. .AGTGATAA
. .AGCGATAA
GCAACCAGCA

CACAAATACT
TACTAATACA
ACCAACTGCT
CCCAGCTACA
ACCAACTACT
TGCAAAACCA

ATACTAACAC
ATACAAACTC
ACACAAATAA
ATACAAATAA
ATACAAGCAA

AACTACAGTT
AACTACTGTT
AACAAGCGTT
AGTTTCAGTA

CCATCAA. ..
CCATCTA. ..
CCTTCAA.GT
CCTTCAA.GT
TCTACAA.GT
CGATCTATGC

AACACGAACA
AACTCCAATA
AATACAAACA
AATACCAATA
AACACAAACA
AAAACTGCTG

AAATACGAAT
TAATACTTCA
TAATACAAGT
CAACAATACT

TCTAGACCTG

CTACCAGCAC

ACCAGCTAAA

CACTAACAAT

Gra_l

Govvvnnn

TTCTAACAAT AA|.......

TTCTAAAAAC
TTCTAAGAAT
TTCAAAAAAC
AAATAACAGC

ACCAATACAA
AACAACAC..

ACAAACACAA
ACGCCAACAA

CGCAAGTGCT

GCAATTCAAG

TGCGAGTGCT

.CA
.CA
TCGCAGTCTA

ACATCTTGGA
ACACCTTGGA
ACATCTTGGA
ACACCTTGGT
ACATCTTGGA
ACACTTAGGC

ATTGCTCCGG
ATTGCTCTGG
ATTGCTCCGG
ACTGCTCTGG
ATTGTTCTGG
ACTGCTCTGG

CCACGTACTT
CCACGTACTT
CCACGTACTT
CCACGTACTT
CCTCGTACAT
TCTGGAAACT

GCAGCGCAAG
ACAGCTCTAG
ACAGCGCAAG
GCAATGCAAG

AAAGCTTACT
AAAGCTTATT
AAAGCTTATT
AAAGCTTATT
AAAGCTTATT
AAACCTTATA

TTTCACTAAA
TTACACTAAA
TTTCACTAAA
TTTCACTTCT
TTTCACTTCT
TTTCACTAGC

CTGGCGCACA
CTGGCGCACA
CCGGTGCTCA
CCGGCGCTCA
CTGGCGCGCA
CTGCGACACA

CGCAAGTTCT
TGCAAGTGCA
TGCAAGTGCT
CTTCTCTGCA

CTTGGGGTGG
CATGGGGTGG
CATGGGGTGG
CATGGGGTGG
CATGGGGCGG
CTTGGGGAGC

TATGTATTCG
TATGTATTTG
TATGTATTTG
TACGTATTTG
TATGTTTTTG
TATGTTTTCA

ATACGCTAGC
ATACGCTAGC
ATATGCTAGC
ATATGCTAGC
ATATGCTAGT
ATATGCACAC

CAAATGTAAA

TTAATCGCTG
ATTATTGCTG
CTTATCGCTG
ATCATTGCCG
CTTATAGCTG
TTATATGCAG

TAACGGACCA
TAACGGACCA
TAACGGGCCA
AAATGGACCA
AAACGGACCA
TAGAGGCCCA

CTAAATCTGG
CTAAAGCGGG
CTAAATCCGG
CTCAATCAGG
CTAAATCTGG
ATCAAGTAGG

ACTACAAGAA
ACTACAAGAA
TCAACAAAGA
ACAACTAAAG
ACATCAAGAA
TCTATAAAGA

....TAATAC
TCCAAAATTA
TCTAAAATTA
TCCAAAATCA
GCTGATCTAA

TAGACAAGTG
TGGAGATGTT
TGGAACTGTG
TGGTCAAGAA

ATAACAGTAA
CTCCTGCGAA

AATACAAGTA
TCATCTAATA
AGCTCTAATA
GTAACACCAA

TAGCCAAGGT
TAATCAAAGT
TAACCAAGGT
CAACAATACT

AAGCTCAAAA
AAGCTCAAAA
AAGCTCAAAA
AAGCTCAAAA
AAGCTCAAAA
AAGCTAAAAA

ACTACATTTG
ACTACATTTG
ACTACATTCG
ACTACATTTG
ACTACATTTG
AGCACATTTG

AATTTCTCTT
AATCTCCCTT
CGTTACATTA
CATTACACTT
TATTTCTCTT
TCTTAGCCTT

TTTCCGAATC
TCTCTGAATC
TCTCTGAATC
TATCTGAATC
TCTCTGAATC
TATCTAAATC

1300

1350

1400

1450

Mono_B

1500

1550

1600

1650

1700



gi 152550798 |gb|AY729925.1]
gi1347014916|gb|JF967608.1 |
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
91116871422 c585392-583818
gi1347014932|gb|JF967616.1 |

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi 52550798 |gb|AY729925.1]
gi[347014916|gb|JF967608.1]|
gi1347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 c585392-583818
gi[347014932|gb|JF967616.1]|

gi|52550798 |gb|AY729925.1 |
gi|347014916|gb|JF967608.1]
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gi]116871422 ¢585392-583818
gi|347014932(gb|JF967616.1]

gi 52550798 |gb|AY729925.1|
gi(347014916|gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 c585392-583818
911347014932 |gb|JF967616.1|

91152550798 |gb|AY729925.1|
911347014916 |gb|JF967608.1|
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
gil116871422 ¢585392-583818
911347014932 gb|JF967616.1|

9i 152550798 |gb|AY729925.1 |
gi 1347014916 |gb|JF967608.1 |
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
911116871422 ¢585392-583818
gi1347014932|gb|JF967616.1 |

91152550798 |gb|AY729925.1 |
gi 1347014916 |gb|JF967608.1 |
911347547510 c553784-552155
911289433373 ¢521599-520028
91116871422 c585392-583818
gi 1347014932 gb|JF967616.1 |

ACAAGCAAAA
TCAAGCAAAA
GCAAGCAAAA
AGAGGCACAA
TCAAGCAAAA
GCAAGCACAA

CTCACGTTGG
CTCACGTTGG
CTCACGTTGG
CTCACGTTGG
CTCACGTTGG
CCCACGTTGG

AATGGCGTTA
AATGGCGTTA
AACGGTGTTA
AACGGCGTTA
AATGGCGTTA
AACGGCGTTT

CCTGGTGATT
CCTGGTGATT
CCTGGTGATT
CCTGGTGATT
CCTGGTGATT
CCAGGCGACT

TATTTACGTT
TATCTACGTT
GATTTATGTT
TATTTATGTA
TATCTATGTA
TATCTACATC

AGTATGATAA
AATACGATAA
AATACGATAA
AATATGATAA
AATACGATAA
CTATCGATAA

Lis_1B

TAGTATTCTT
TAGTATTCTT
TAGTATTCTT
TAGTATTCTT
TAGTATTCTT
TGGTATTCTT

GGTAATGGTC
GGTAATGGTC
GGTAATGGTC
GGTAATGGTC
GGAAATGGTC
GGCGGTGGAC

TATCCACGGC
CATCCACGGC
TATTCACGGT
TATTCACGGC
TATCCACGGT
TATCTATGGA

AGTTGGATTC
AGTTGGCTTC
TGTTGGATTC
AGTTGGCTTT
AGTTGGCTTT
AGTTGGCTTC

GGTCGCGTAT
GGTCGCGTAT
GGTCGCGTAT
GGTCGCGTAT
GGTCGTGTAT
GGTCGCGTAT

AATTAATTAA
AAL.......
AATTAAT. ..
AAL.......
AAL.......

AGCAGGAAGT

TCGCTTCACA

TGACTATGGT
TGACTATGGT
TGATTATGGT
TGATTATGGT
TGATTATGGT
TAACTACGGC

AAATGATTAA
AAATGATTAA
AAATGATTAA
AAATGATTAA
AAATGATTAA
AAATGATCGA

GCTGGCTGGG
TCTGGCTGGG
TCAGGATGGG
TCTGGATGGG
TCAGGCTGGG
ACTGGCTGGG

TAATTTAAAG

AGCGGAATTT
AGCGGAATTT
AACGGAATTG
AGCGGAATTG
AGCGGAATTG
AAAGGCATTG

CGCGCAAGAC
CGCGCAAGAC
CGCACAAGAC
TGCACAAGAC
CGCACAAGAC
TGCACAAGAT

GTAAATTCCT
GTAAATATCT
GTCAATTCCT
GTCAATATCT
GTAAATATCT
GAAAATATCT

TAACCTGTGG

1750

1800

1850

1900



gi| 52550798 |gb|AY729925.1| TACGAATGGT CAATTTATAG CTCGTGGGTA TCACGGAAAA CAAAATAAAG
gi|347014916|gb|JF967608.1 ..........

gi|347547510 c553784-552155  ..........
gi|289433373 ¢521599-520028 ..........
gil116871422 c585392-583818 ..........
gil347014932 gb|JF967616.1] ..uei.n...

gi| 52550798 |gb|AY729925.1| GCGATGGCTG GCTTTTCACC TGGGATAAAC AACAGCAACT TGATGAGCAC
gi|347014916|gb|JF967608.1 .....u....

gi|347547510 c553784-552155  ..........
gi|289433373 ¢521599-520028 ..........
gil116871422 c585392-583818  ..........
gil347014932(gb|JF967616.1] ..uei.n...

gi|52550798 |gb|AY729925.1] TTTTTAACAA CT
gi|347014916|gb|JF967608.1] ...ee......
gi1347547510 c553784-552155 ..........
gi1289433373 ¢521599-520028  ..........
gi|116871422 ¢585392-583818 ..........
gi|347014932(gb|JF967616.1] ...i......



