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 Resumen 
 Listeria  monocytogenes  es  el  agente  causal  de  la  enfermedad  grave  listeriosis. 

 Dado  que  la  caracterización  de  cepas  en  circulación  es  importante  para  las 

 investigaciones  epidemiológicas,  el  objetivo  de  este  trabajo  consistió  en 

 caracterizar  seis  aislamientos  de  L.  monocytogenes  identificados  como  L100A1  y 

 L101B2  provenientes  de  carne  vacuna,  L200  y  L201  de  carne  de  cerdo  y  P20  y 

 P24  de  carne  aviar.  Se  identificaron  sus  serotipos  mediante  métodos  moleculares  y 

 se  estudió  su  capacidad  de  formar  biofilms  y  la  resistencia  de  los  mismos  frente  al 

 ácido  láctico  (1  %  durante  5  min)  mediante  el  ensayo  en  placas  de  microtitulación  a 

 37  °C  y  20  °C.  Además,  se  analizó  la  secuencia  del  gen  de  la  Internalina  A  para 

 identificar  la  presencia  de  mutaciones  de  codón  de  terminación  prematura,  factor 

 que  puede  disminuir  su  virulencia  y  favorecer  su  persistencia  en  el  ambiente. 

 Durante  el  estudio  se  utilizaron  como  referencia  las  cepas  ATCC®  19111,  ATCC® 

 13932  y  dos  cepas  donadas  por  el  Instituto  de  Higiene  (CC1/2b  y  CC1/2c).  Se 

 determinó  que  los  aislamientos  L100A1,  L200  y  L201  pertenecen  al  serotipo  4b; 

 L101B2  y  P24  pertenecen  al  serotipo  1/2a  y  P20  al  1/2b.  Los  aislamientos 

 estudiados  pertenecen  a  los  serotipos  comúnmente  hallados  en  alimentos  y  casos 

 clínicos  y  presentaron  diferente  capacidad  para  formar  biofilms.  L101B2  y  P20 

 formaron  biofilm  a  37  °C  y  20°C,  mientras  que  L200  y  L201  formaron  biofilm  solo  a 

 20  °C.  El  biofilm  formado  por  la  cepa  L200  a  20°C  fue  el  único  significativamente  (p 

 <  0,05)  sensible  al  ácido  láctico.  La  resistencia  de  los  biofilms  al  ácido  láctico  puede 

 ser  preocupante  ya  que  el  ácido  láctico  es  utilizado  actualmente  como 

 antimicrobiano  en  la  industria  cárnica.  A  su  vez  los  seis  aislamientos  tienen  la 

 secuencia  completa  de  la  Internalina  A  la  cual  se  asocia  con  su  potencial 

 patogénico. 

 Palabras clave;  Listeria monocytogenes  , internalina  A, biopelículas (biofilms). 
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 1.  Introducción 

 La  incidencia  de  enfermedades  causadas  por  alimentos  contaminados  y  su 

 mortalidad  es  una  amenaza  constante  para  la  salud  pública,  estas  se  denominan 

 enfermedades  transmitidas  por  alimentos  (ETAs).  De  acuerdo  a  los  datos 

 presentados  por  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  (OMS)  en  2015,  se  estima 

 que,  a  nivel  mundial,  anualmente,  600  millones  de  personas  contraen  ETAs  y 

 420.000  son  causa  de  muerte  (Havelaar  et al.,  2015)  .  Los  peligros  que  originan  una 

 ETA  pueden  ser  de  diversos  tipos,  sin  embargo,  este  trabajo  se  centra  sobre 

 Listeria  monocytogenes  ,  el  agente  bacteriano  causante  de  la  enfermedad  grave 

 listeriosis humana. 

 1.1 Listeriosis humana 

 La  listeriosis  humana  es  una  infección  rara  pero  potencialmente  muy  grave 

 causada  por  Listeria  monocytogenes  .  La  infección  está  asociada  a  una  mortalidad 

 de  hasta  el  30  %,  incluso  cuando  se  administra  un  tratamiento  antimicrobiano 

 adecuado.  Adicionalmente,  la  listeriosis  humana  es  una  enfermedad 

 subdiagnosticada  en  sus  etapas  iniciales,  dificultando  la  efectividad  de  los 

 tratamientos  (Lecuit,  2007)  .  de  Noordhout  et al.,  (2014)  estimaron  que  la  listeriosis 

 afectó  a  23.150  personas  y  causó  5.463  muertes  en  2010  a  nivel  mundial.  En 

 Uruguay  en  el  año  2016  hubo  un  aumento  de  casos  de  listeriosis  invasiva,  y  se 

 reportaron 13 casos, de los cuales 4 fueron letales  (MSP, 2017) 

 La  patogenicidad  de  L.  monocytogenes  ,  es  decir,  su  capacidad  para  infectar  el 

 huésped  y  causar  enfermedad  se  debe  a  que  puede  adherirse,  invadir  y 

 multiplicarse  dentro  de  células  fagocíticas  y  una  amplia  variedad  de  células  no 

 fagocíticas  como  los  enterocitos,  hepatocitos,  fibroblastos,  células  endoteliales  y 

 células  dendríticas  (Gilot  et al.,  1999)  .  Además,  L.  monocytogenes  es  capaz  de 

 atravesar  las  tres  barreras  fisiológicas  presentes  en  los  seres  humanos:  intestinal, 

 hematoencefálica  y  placentaria.  Al  ser  ingerida  por  la  vía  oral,  atraviesa  la  barrera 

 intestinal  y  es  traslocada  al  interior  del  órgano  en  pocos  minutos,  demostrando  que 

 el  cruce  de  la  barrera  intestinal  ocurre  en  ausencia  de  replicación  intraepitelial.  En 

 el  epitelio  intestinal,  y  particularmente  en  las  células  caliciformes,  L. 
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 monocytogenes  es  translocada  directamente  a  la  lámina  propia,  donde  las 

 bacterias  se  diseminan  sistémicamente  a  través  de  la  linfa  y  la  sangre,  alcanzando 

 el bazo y el hígado (Nikitas, 2011). 

 En  el  hígado,  L.  monocytogenes  es  capaz  de  infectar  los  hepatocitos.  Las 

 células  de  Kupffer,  logran  eliminar  la  mayoría  de  las  bacterias  por  su  actividad 

 fagocítica;  desarrollan  la  inmunidad  adaptativa  induciendo  la  proliferación 

 dependiente  de  antígenos  de  linfocitos  T  citotóxicos  contra  los  hepatocitos 

 infectados  e  inducen  la  secreción  de  citoquinas  quimioatrayentes  de  neutrófilos 

 (Ebe  et al.,  1999)  .  El  pasaje  de  L.  monocytogenes  de  hepatocito  a  hepatocito,  a 

 través  de  un  ciclo  infeccioso  intracelular  que  abordaremos  más  adelante,  genera  un 

 foco  de  infección  en  el  que  la  bacteria  se  disemina  sin  entrar  en  contacto  con  los 

 mecanismos de la inmunidad humoral  (Edelson & Unanue,  2000)  . 

 La  bacteria  puede  causar  bacteriemia  prolongada  y  asintomática  hasta  atravesar 

 la  barrera  hematoencefálica  y  placentaria  mediante  mecanismos  que  aún  no  están 

 completamente  dilucidados.  Al  alcanzar  el  cerebro  y  la  placenta,  la  infección  puede 

 resultar  en  meningitis  o  encefalitis  principalmente  en  pacientes 

 inmunocomprometidos,  abortos  en  mujeres  embarazadas  o  infecciones 

 generalizadas  en  recién  nacidos,  razón  por  la  cual  L.  monocytogenes  es 

 considerada una bacteria oportunista  (Lecuit, 2007)  . 

 1.2  Listeria monocytogenes 

 L.  monocytogenes  es  una  especie  del  género  Listeria  ,  pertenece  al  reino 

 Bacteria,  phylum  Firmicutes,  clase  Bacilli,  orden  Bacillales,  familia  Listeriaceae. 

 Basándose  en  los  resultados  de  la  secuenciación  del  gen  que  codifica  para  la 

 subunidad  16S  del  ácido  ribonucleico  (ARN)  ribosomal,  Listeria  spp.  presentan 

 gran homología con los géneros  Bacillus  y  Staphylococcus  (Vos et al., 2011)  . 

 Hasta  el  momento  se  han  identificado  17  especies  dentro  del  género  Listeria  :  L. 

 monocytogenes,  L.  innocua,  L.  ivanovii  (con  dos  subespecies  ivanovii  y 

 londoniensis),  L.  welshimeri,  L.  seeligeri,  L.  grayi,  L.  marthii,  L.  rocourtiae,  L. 

 floridensis,  L.  weihenstephanensis,  L.  fleischmannii  (con  una  subespecie 
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 coloradonensis),  L.  aquatica,  L.  cornellensis,  L.  newyorkensis,  L.  booriae,  L.  riparia, 

 y  L.  grandensis  (Orsi  &  Wiedmann,  2016)  .  De  ellas  sólo  L.  monocytogenes  y  L. 

 ivanovii  son  potencialmente  patógenas  siendo  L.  monocytogenes  un  patógeno 

 humano  y  animal  y  L.  ivanovii  patógena  para  animales,  principalmente  ovinos  y 

 bovinos  (Schmid et al., 2005)  . 

 L.  monocytogenes  es  una  bacteria  ampliamente  extendida  en  el  medio  ambiente 

 y  uno  de  los  principales  patógenos  intracelulares  transmitidos  por  los  alimentos.  Es 

 no  esporulada,  con  forma  de  bacilos  cortos  Gram-positivos.  Es  anaerobia 

 facultativa,  catalasa  positiva,  oxidasa  negativa.  Es  un  microorganismo  psicrotrofo 

 con  un  crecimiento  óptimo  entre  30  y  37  °C  y  capaz  de  crecer  entre  -1.5  y  45  °C,  en 

 un  rango  de  pH  de  4.4  a  9.4  y  en  elevadas  presiones  osmóticas  con 

 concentraciones  de  hasta  10  %  NaCl,  por  lo  que  es  halotolerante.  Demuestra  una 

 motilidad  de  volteretas  característica  cuando  el  organismo  es  incubado  entre  los  20 

 a  25  °C  debido  a  la  presencia  de  flagelos  polares  anclados  a  la  superficie  celular 

 (Doyle  et al.,  2001;  Farber  &  Peterkin,  1991;  ICMSF,  1996;  Nychas  et al.,  2008)  .  Es 

 capaz  de  formar  biofilms  de  multicapa  pudiendo  adherirse  y  permanecer  en 

 superficies  (Blackman & Frank, 1996)  . 

 Las  cepas  de  L.  monocytogenes  se  agrupan  en  13  serotipos  (1/2a,  1/2b,  1/2c, 

 3a,  3b,  3c,  4a,  4ab,  4b,  4c,  4d,  4e  y  7)  y  el  serotipo  4h  recientemente  descrito  por 

 Yin,  2019,  de  acuerdo  a  los  antígenos  somáticos  basados,  en  parte,  en  la 

 sustitución  del  ácido  teicoico  por  ribitol  (factor  O)  y  los  antígenos  de  flagelos  (factor 

 H)  (Vos et al., 2011)  . 

 L.  monocytogenes  forma  una  población  estructurada  en  cuatro  linajes 

 divergentes  basados  en  su  variación  génica  designados  como  I,  II,  III  y  IV.  Los 

 linajes  de  L.  monocytogenes  representan  características  ecológicas,  genéticas  y 

 fenotípicas  distintas,  que  parecen  afectar  su  capacidad  para  transmitirse  a  través 

 de  los  alimentos  y  causar  enfermedades  humanas.  El  linaje  I  agrupa  a  los  serotipos 

 1/2b,  3b,  4b,  4d,  y  4e;  el  linaje  II  contiene  a  los  serotipos  1/2a,  1/2c,  3a  y  3c;  y  el 

 linaje  III  incluye  a  los  serotipos  4a  y  4c.  Este  último  se  subdivide  en  tres  subgrupos, 

 el  IIIA  (serotipos  4a  y  4c),  el  IIIC  (serotipo  4c)  y  el  IIIB  reconocido  recientemente 

 como  linaje  IV  que  incluye  el  serotipo  7  y  los  serotipos  atípicos  4a,  4b  y  4c)  (Ward 
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 et  al.,  2008;  Liu,  2013).  El  linaje  III  suele  tener  serotipos  de  características  atípicas 

 y  muy  escasas  en  alimentos  y  muestras  clínicas,  aunque  se  han  aislado  con  cierta 

 frecuencia  en  animales.  En  estudios  filogenéticos  recientes  de  L.  monocytogenes, 

 se  ha  demostrado  que  el  linaje  IV,  conformado  por  los  serotipos  pertenecientes  al 

 subgrupo  IIIB,  es  genéticamente  diferente  al  linaje  III  y  está  asociado  con 

 aislamientos  humanos,  de  animales  y  de  alimentos  (Orsi  et al.,  2011;  Ward  et al., 

 2008)  . 

 Se  ha  determinado  que  todos  los  casos  clínicos  de  listeriosis  están  vinculados 

 con  aislados  pertenecientes  al  linaje  I  y  II,  entre  ellos,  sólo  4  serotipos  (1/2a,  4b, 

 1/2b,  1/2c)  son  los  responsables  de  más  del  98  %  de  los  casos  reportados  de 

 listeriosis  en  humanos  y  son  aproximadamente  el  98  %  de  las  cepas  aisladas  de 

 humanos  y  alimentos  (Doumith  et al.,  2004;  Jacquet  et al.,  2002)  .  Adicionalmente, 

 las  cepas  de  L.  monocytogenes  pertenecientes  al  serotipo  4b  se  asocian  con  el  50 

 %  de  los  brotes  de  listeriosis,  mientras  que  cepas  del  serotipo  1/2a  son  las  más 

 frecuentemente  encontradas  en  alimentos  (Burall  et al.,  2017;  Maury  et al.,  2016)  . 

 Sumado  a  esto,  Bosilevac  et al.,  (2007)  reportaron  que  un  5  %  de  las  cepas  de  L. 

 monocytogenes  aisladas  de  carne  uruguaya  pertenecían  al  serotipo  1/2a,  un  38  % 

 al  serotipo  4b,  un  29  %  al  serotipo  1/2c  y  28  %  al  serotipo  1/2b,  lo  que  sugiere  que 

 estos serotipos son frecuentes en el ambiente frigorífico nacional. 

 Listeria  spp.  se  han  aislado  de  una  diversidad  de  fuentes  ambientales,  incluidos 

 suelo,  vegetación,  agua,  efluentes,  una  gran  variedad  de  alimentos  y  las  heces  de 

 humanos  y  animales.  Se  cree  que  el  hábitat  natural  de  estas  bacterias  es  la 

 materia  vegetal  en  descomposición,  en  la  que  viven  como  saprofitos.  Los  rumiantes 

 domesticados  cumplen  un  papel  clave  en  el  mantenimiento  de  Listeria  spp.  en  el 

 medio  rural  a  través  de  un  continuo  ciclo  de  enriquecimiento  fecal–oral.  En  lo 

 animales,  la  mayor  parte  de  las  infecciones  son  subclínicas  por  lo  que  no  presentan 

 enfermedad,  pero  puede  producirse  enfermedad  invasiva  esporádicamente  o  en 

 forma  de  brote  (Dhama  et  al.,  2015)  (Barbuddhe  &  Chakraborty,  2009)  .  En 

 consecuencia,  la  materia  prima  utilizada  en  la  elaboración  de  alimentos  procesados 

 industrialmente  y  también  las  plantas  de  producción  son  susceptibles  de 

 contaminación tanto por  L. monocytogenes  como por  sus otras especies. 
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 La  principal  vía  de  transmisión  en  humanos  es  el  consumo  de  alimentos 

 contaminados  (Barbuddhe  &  Chakraborty,  2009)  .  La  contaminación  de  estos 

 alimentos  es  posible  debido  a  la  gran  capacidad  del  microorganismo  de  sobrevivir  y 

 replicarse  en  diversos  ambientes.  La  presencia  de  L.  monocytogenes  en  la 

 industria  es  una  gran  preocupación  ya  que  es  capaz  de  permanecer  y  multiplicarse 

 en  ambientes  extremos  como  los  que  a  menudo  se  emplean  para  disminuir  las 

 cargas  microbianas  en  los  alimentos  y  las  instalaciones  .  Además,  su  habilidad  para 

 adaptarse  a  diferentes  condiciones  de  estrés  dificulta  ampliamente  su  control, 

 pudiendo  volverse  endémica  en  los  entornos  de  producción  de  alimentos  (Pasquali 

 et al., 2018)  . 

 Datos  epidemiológicos  indican  que  ciertos  productos  alimenticios  tienen  más 

 probabilidades  de  estar  asociados  con  brotes  de  listeriosis  que  otros.  Se  han 

 destacado  los  alimentos  con  ingredientes  crudos  o  que  se  comen  crudos, 

 productos  no  sujetos  a  un  proceso  listericida  y  productos  que  tienen  una  vida  útil 

 prolongada  bajo  temperaturas  de  refrigeración  que  permiten  el  crecimiento  del 

 patógeno.  También  se  encuentra  en  alimentos  que  están  destinados  a  ser 

 consumidos  sin  cocción  adicional,  es  decir,  los  alimentos  listos  para  consumir.  A 

 pesar  de  que  los  alimentos  crudos  son  susceptibles  de  contaminación  por  L. 

 monocytogenes  ,  particularmente,  las  carnes  crudas  no  se  consideran  de  alto  riesgo 

 de  causar  listeriosis  ya  que  ante  una  cocción  adecuada  el  patógeno  puede  ser 

 eliminado.  Sin  embargo,  las  carnes  crudas  o  cocinadas  insuficientemente  pueden 

 servir  como  fuente  de  contaminación  cruzada  de  productos  destinados  a  ser 

 consumidos  sin  tratamiento  térmico.  La  contaminación  cruzada,  en  conjunto  con 

 una  limpieza  y  saneamiento  inadecuados,  se  han  reconocido  como  las  principales 

 fuentes  de  contaminación  posterior  al  procesamiento  de  productos  cárnicos  listos 

 para el consumo  (Farber & Peterkin, 1991)  . 

 1.3 Virulencia 

 1.3.1 Ciclo infeccioso intracelular 

 L.  monocytogenes  es  una  especie  de  patógenos  intracelulares,  que  al  ingresar 

 en  el  hospedero  de  forma  primaria  a  través  del  intestino  cumple  con  un  ciclo 
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 infeccioso  intracelular  mediante  el  cual  invade  y  se  desarrolla  en  el  interior  de  las 

 células  hospederas  no  fagocíticas  y  fagocíticas  no  listericidas  (incapaces  de 

 combatir  a  la  bacteria).  Este  ciclo  presenta  características  comunes  entre  los 

 diversos  tipos  celulares,  y  se  observa  una  representación  esquemática  del  mismo 

 en la figura 1. 

 El  ciclo  comienza  con  la  invasión  del  patógeno,  en  células  fagocíticas  es  un 

 proceso  pasivo  mediado  por  el  sistema  del  complemento,  sin  embargo,  en  células 

 no  fagocíticas  primero  se  da  la  adhesión  del  patógeno  a  la  superficie  celular,  la 

 subsecuente  invasión  es  posible  debido  a  un  mecanismo  tipo  “zipper”  o  cremallera, 

 en  el  cual  un  ligando  de  la  bacteria  interactúa  con  una  molécula  de  superficie  de  las 

 células  hospederas  no  fagocíticas  que  actúan  como  receptores  y  están 

 involucradas  en  la  adhesión  celular  y  la  activación  de  la  maquinaria  del 

 citoesqueleto  de  la  célula  hospedera.  La  interacción  impulsa  la  extensión  de  la 

 membrana  alrededor  de  la  bacteria  al  inducir  rearreglos  locales  de  actina  del 

 citoesqueleto  y  otras  señales  (Drevets  &  Bronze,  2008;  Pizarro-Cerdá  &  Cossart, 

 2018)  . 

 L.  monocytogenes  reconoce  varios  tipos  de  receptores  eucariotas.  Entre  ellos  se 

 encuentran:  la  glicoproteína  transmembrana  E-cadherina  que  es  reconocida  por  un 

 factor  de  virulencia  de  L.  monocytogenes  denominado  internalina  A  (InlA).  Esta  es 

 una  de  las  proteínas  de  superficie  requeridas  para  la  invasión  al  interior  de  las 

 células  no  fagocíticas,  junto  con  ella  actúa  la  internalina  B  (inlB)  que  reconoce  la 

 proteína  del  sistema  del  complemento  C1q  (gC1q-R)  y  al  receptor  Met 

 (Pizarro-Cerdá & Cossart, 2018)  . 

 Luego  de  la  adhesión  se  dan  mecanismos  de  cascadas  de  señales  que 

 conllevan  a  la  polimerización  de  los  filamentos  de  actina  del  citoesqueleto  de  la 

 célula  hospedera.  Este  proceso  es  fundamental  para  la  internalización  e  invasión 

 de  L.  monocytogenes  ya  que  la  formación  de  una  red  de  actina  empuja  la 

 membrana  plasmática  en  mayor  medida  alrededor  de  la  bacteria  facilitando  la 

 invasión  al  formar  una  vesícula  fagocítica  alrededor  de  la  bacteria  (Pizarro-Cerdá  & 

 Cossart,  2018)  .  Los  principales  factores  de  virulencia  implicados  en  la  invasión 

 celular  y  responsables  de  la  activación  de  la  cascada  son  la  InlA  e  InlB,  que 
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 durante  el  proceso  de  adhesión  sufren  modificaciones  post-traduccionales  junto 

 con sus receptores E-cadherina y Met. 

 Por  un  lado,  la  proteína  transmembranal  E-cadherina  es  una  glicoproteína  que 

 contiene  cinco  dominios  extracelulares  de  cadherina  y  un  dominio  citoplasmático 

 dependiente  de  calcio.  La  interacción  InlA/E-cadherina  se  da  por  la  interacción  del 

 dominio  de  repetición  rica  en  leucina  (LRR)  de  la  proteína  InlA  con  el  receptor,  es 

 especie  específica  y  activa  una  compleja  vía  de  señalización  que  se  activa  en 

 forma  de  cascada  y  conduce  a  la  reorganización  del  citoesqueleto  de  actina  (Lecuit 

 et al.,  1999;  Mengaud  et al.,  1996)  .  Por  otro  lado,  Met,  el  principal  receptor  de 

 señalización  de  la  inlB,  es  un  receptor  transmembrana  con  un  dominio  intracelular 

 con  acción  tirosina  kinasa.  La  interacción  inlB/Met  produce  la  autofosforilación 

 transitoria  de  Met  que  lleva  mediante  una  cascada  de  señales  a  la  reorganización 

 del  citoesqueleto  de  actina  en  la  célula  huésped  (Shen  et al.,  2000)  .  Si  bien,  la  InlA 

 le  confiere  a  L.  monocytogenes  un  tropismo  más  reducido,  el  receptor  Met  es 

 expresado  ubicuamente,  permitiendo  que  L.  monocytogenes  sea  internalizada  en 

 una  gran  variedad  de  células  eucariotas  humanas  (Pizarro-Cerdá  &  Cossart,  2018; 

 Vera et al., 2013)  . 

 Cabe  destacar  que  L.  monocytogenes  posee  numerosos  genes  que  codifican 

 para  este  tipo  de  proteínas  de  adherencia  necesarias  para  la  invasión  y/o  entrada 

 de  L.  monocytogenes  a  la  célula  eucariota.  Entre  ellas  se  encuentran,  la  proteína 

 de  superficie  ActA,  otras  proteínas  perteneciente  a  la  familia  de  las  internalinas,  la 

 inlE,  inlG  e  inlH,  varias  autolisinas  (Ami  y  Auto),  las  proteína  asociadas  a  invasión, 

 alcohol  acetaldehído  deshidrogenasa  (Lap)  y  proteína  de  unión  a  fibronectina 

 (FbpA)  (Pizarro-Cerdá & Cossart, 2018)  . 

 La  etapa  de  invasión  culmina  con  la  formación  de  la  vesícula  fagocítica  en  el 

 interior  de  las  células  hospederas  con  la  bacteria  embebida  en  ella.  Las 

 condiciones  fisicoquímicas  que  presenta  la  vesícula  no  le  permiten  a  la  bacteria 

 multiplicarse,  pero  inducen  la  secreción  de  una  citolisina  sulfhidrilo  activada, 

 codificada  por  el  gen  hly  ,  la  Listeriolisina  O  (LLO).  LLO  es  capaz  de  formar  poros 

 en  la  membrana  de  la  vesícula,  permitiendo  que  L.  monocytogenes  escape  hacia  el 

 citosol  en  un  proceso  denominado  evasión  de  la  vesícula  fagocítica.  Esta  acción  de 
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 LLO  se  ve  aumentada  por  la  acción  de  dos  fosfolipasas  C  (PLC),  la 

 fosfatidilcolina-PLC  (PC-PLC),  codificadas  por  plcB  que  cliva  fosfatidilcolina  (PC)  de 

 las  membranas  biológicas  y  fosfatidilinositol-PLC  (PI-PLC),  codificadas  por  plcA 

 que  reconoce  como  sustrato  al  fosfatidilinositol  (PI)  para  producir  diacilglicerol 

 (DAG).  De  esta  forma,  la  bacteria  logra  permeabilizar  las  membranas  al  crear  poros 

 grandes  clivando  completamente  los  principales  fosfolípidos  de  la  membrana  de  la 

 vesícula  fagocítica.  Este  mecanismo  está  implicado  tanto  en  el  escape  de  la 

 vesícula  fagocítica  como  en  la  propagación  de  célula  a  célula,  que  explicaremos 

 más  adelante  (Poussin  &  Goldfine,  2005)  .  Durante  este  proceso  es  necesaria  la 

 acción  de  la  metaloproteasa  Mpl,  codificada  por  el  gen  mpl  ya  que  permite  la 

 activación de la PC-PLC  (Alvarez & Agaisse, 2016;  Pizarro-Cerdá & Cossart, 2018)  . 

 Una  vez  libre  en  el  citosol,  L.  monocytogenes  expresa  los  genes  para  adquirir  los 

 nutrientes  necesarios  para  la  multiplicación  intracelular.  Luego  de  la  multiplicación 

 intracelular,  se  activa  la  proteína  bacteriana  ActA.  Esta  proteína  está  polarmente 

 distribuida  e  induce  la  polimerización  de  los  filamentos  de  actina  del  citoesqueleto 

 celular  sobre  un  polo  de  la  bacteria.  La  formación  de  una  estructura  semejante  a 

 una  cola  de  cometa  facilita  el  desplazamiento  de  la  bacteria,  este  movimiento 

 genera  una  protrusión  que  es  fagocitada  por  las  células  adyacentes  permitiendo  la 

 invasión  a  células  vecinas.  De  esta  forma  la  bacteria  se  disemina  sin  exponerse  a 

 la  respuesta  inmune  humoral  del  hospedero.  Esta  vacuola  de  doble  membrana 

 generada  en  la  célula  adyacente  tras  la  fagocitosis  se  lisa  por  las  fosfolipasas 

 PC-PLC,  PI-PLC  y  la  listeriolisina  LLO,  y  se  genera  un  nuevo  ciclo  de  infección 

 intracelular  (Pizarro-Cerdá & Cossart, 2018)  . 
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 Figura  1.  Representación  esquemática  y  micrografías  electrónicas  del  ciclo 
 infeccioso  intracelular  de  Listeria  monocytogenes  .  a)  L.  monocytogenes  induce  su 
 entrada  en  la  célula  hospedera,  mediante  interacciones  ligando-receptor  b)  Las 
 bacterias  se  internalizan  en  una  vesícula  fagocítica.  c)  Evasión  de  la  vesícula 
 fagocítica.  d)  Las  bacterias  se  liberan  en  el  citoplasma,  donde  se  multiplican  y 
 comienzan  a  polimerizar  los  filamentos  de  actina,  como  se  observa  por  la  presencia 
 de  las  colas  de  actina  características.  e)  La  polimerización  de  actina  genera  una 
 protrusión  en  la  membrana  plasmática  que  es  fagocitada  por  las  células  adyacentes 
 permitiendo  la  invasión  a  células  vecinas.  f)  Al  entrar  en  la  célula  vecina,  las 
 bacterias  se  encuentran  en  una  vacuola  de  doble  membrana,  de  la  que  pueden 
 escapar y continuar el ciclo. Adaptado de  Hamon et al.,  (2006)  . 

 1.3.2 Genes de virulencia 

 Las  diferentes  cepas  de  L.  monocytogenes  se  caracterizan  por  ser  muy 

 heterogéneas  en  cuanto  a  su  virulencia.  Gran  parte  de  las  cepas  presentan 
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 diversos  factores  de  virulencia  que  se  ven  involucrados  en  los  pasos  del  ciclo 

 infeccioso  intracelular  y  que  en  conjunto  son  capaces  de  producir  una  alta 

 mortalidad,  sin  embargo,  también  existen  otras  cepas  que  son  avirulentas  e 

 incapaces de establecer una infección dentro del hospedero  (Olier et al., 2002)  . 

 Los  factores  de  virulencia  se  encuentran  codificados  a  nivel  cromosómico  en  L. 

 monocytogenes  organizados  en  islas  de  patogenicidad  (PAIs)  a  lo  largo  del 

 cromosoma,  denominadas  Islas  de  patogenicidad  de  Listeria  ,  por  sus  siglas  en 

 inglés  (LIPI-1,  LIPI-2  y  LIPI-3).  Adicionalmente,  se  han  descrito  diversos  plásmidos 

 en  la  especie,  entre  ellos,  plásmidos  de  resistencia  a  antibióticos,  plásmidos  de 

 resistencia  a  metales  pesados  y  recientemente  un  potencial  plásmido  de  virulencia 

 (Hacker et al., 1997; Lebrun et al., 1994; Poyart-Salmeron et al., 1990)  . 

 LIPI-1,  es  una  isla  de  patogenicidad  de  9  Kb  que  se  encuentra  insertada  en  los 

 cromosomas  de  todas  las  cepas  de  la  especie  L.  monocytogenes  y  L.  ivanovii  pero 

 no  está  presente  en  los  genomas  de  las  especies  no  patogénicas  de  Listeria  como 

 L.  innocua  y  L.  welshimeri  ,  con  excepción  de  L.  seeligeri  en  la  que  se  encuentra 

 pero  en  forma  inactiva.  La  isla  proporciona  a  la  bacteria  las  herramientas 

 necesarias  para  invadir  un  nuevo  nicho  ya  que  contiene  los  genes  de  virulencia 

 prfA  ,  plcA  ,  hly  ,  mpl  ,  iap  ,  prs  ,  actA  y  plcB  (Vázquez-Boland  et al., 2001)  . 

 LIPI-3,  o  clúster  de  listeriolisinas  S  (LLS)  es  una  isla  de  patogenicidad 

 responsable  de  un  aumento  de  la  virulencia  en  ciertas  cepas  de  L.  monocytogenes 

 pertenecientes al linaje I  (Cotter et al., 2008)  . 

 Otro  conjunto  de  islas  de  patogenicidad  presentes  en  Listeria  spp.  son  aquellas 

 que  contienen  a  los  miembros  de  la  familia  multigénica  de  las  internalinas.  Los 

 genes  de  internalinas  se  encuentran  organizados  en  clústeres  de  dos  o  más  genes, 

 exceptuando  la  inlC  e  InlF  que  se  encuentran  individualmente  en  el  cromosoma.  En 

 L.  monocytogenes  se  han  identificado  diversos  genes  que  codifican  internalinas 

 asociadas  a  la  superficie  bacteriana,  InlE,  InlG,  InlH,  InlA  e  InlB  distribuidos  en  dos 

 clústers  por  un  lado  InlG,  InlH  e  InlE  y  por  otro  la  InlA  e  inlB  (Dramsi  et al.,  1997; 

 Engelbrecht et al., 1996)  . 
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 1.3.3 Estructura de las internalinas 

 Las  internalinas  dentro  de  la  familia  de  internalinas  comparten  una  arquitectura 

 modular  común  con  una  secuencia  señal  amino-terminal  y  dominios  LRR  que 

 pueden  variar  de  3  a  28  repeticiones.  Los  miembros  de  esta  familia  pueden 

 clasificarse  en  tres  tipos  representados  esquemáticamente  en  la  figura  2,  dos  de 

 acuerdo  a  sus  dominios  carboxi-terminal  de  unión  a  la  superficie  bacteriana  LPXTG 

 y GW o WxL y por otro lado las internalinas secretadas  (Bierne et al., 2007)  . 

 Figura  2.  Tres  tipos  de  internalinas  que  se  encuentran 
 en  L.  monocytogenes  .  Se  presenta  un  ejemplo  de  cada 
 tipo.  Sortasa  A  (SrtA),  Ácido  lipoteicoicos  (LTA). 
 Adaptado de  Bierne & Cossart, (2007)  . 

 La  InlA  está  incluida  dentro  de  las  internalinas  de  tipo  LPXTG.  Éstas  poseen  una 

 señal  de  clasificación  carboxilo-terminal  característica  que  dirige  el  anclaje 

 mediante  enlace  covalente  al  peptidoglicano  de  las  bacterias  Gram-positivas.  Esta 

 señal  consta  de  un  motivo  LPXTG,  seguido  de  un  dominio  hidrófobo  de  unos  20 

 aminoácidos  (aa)  y  una  cola  de  residuos  cargados  positivamente  (Fischetti  et al., 

 1990)  .  La  señal  de  clasificación  es  el  sustrato  de  una  transpeptidasa  unida  a  la 

 membrana,  la  sortasa  A  (SrtA),  que  escinde  el  motivo  LPXTG  entre  los  residuos  de 

 treonina  y  glicina  (TG),  y  une  el  grupo  carboxilo  de  la  treonina  a  los  precursores  de 

 la  pared  celular.  Las  internalinas  de  tipo  GW  o  WxL  en  donde  se  incluye  la  inlB, 

 poseen  una  región  carboxilo-terminal  que  le  permite  asociarse  de  forma  no 
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 covalente  a  la  superficie  bacteriana  al  interaccionar  con  las  moléculas  de  ácido 

 lipoteicoico  (LTA).  Esta  región  contiene  tres  módulos  GW  altamente  conservados 

 de  80  aminoácidos  entre  los  que  se  encuentra  el  dipéptido  de  glicina  y  triptófano. 

 Finalmente,  las  internalinas  secretadas  engloban  a  las  internalinas  de  menor 

 tamaño  que  no  presentan  un  dominio  de  anclaje  a  la  pared  celular  como  la  inlC 

 (Bierne et al., 2007)  . 

 Con  respecto  a  los  dominios  LRR,  están  compuestos  por  22  residuos  de  los 

 cuales  7  corresponden  a  leucinas  o  isoleucinas  que  componen  el  núcleo  interno 

 hidrofóbico  de  la  proteína.  La  superficie  de  este  dominio  proteico  expone 

 aminoácidos  aromáticos  favorables  para  la  unión  de  ligandos.  Específicamente,  la 

 InlA  presenta  aminoácidos  aromáticos  dispuestos  en  hojas  beta  en  las  regiones 

 expuestas  del  dominio  LRR  para  unirse  a  su  ligando,  la  E-cadherina  humana 

 (Mengaud  et al.,  1996)  .  Del  mismo  modo,  una  cadena  de  cinco  residuos  de 

 aminoácidos  aromáticos  expuestos  en  la  superficie  de  las  regiones  LRR  son 

 críticos  para  la  unión  de  inlB  a  su  receptor  celular  Met  (Machner  et al.,  2003)  .  El 

 conjunto  de  dominios  LRR  se  encuentra  flanqueado  por  dos  dominios  conservados. 

 Hacia  la  región  amino-terminal  luego  de  la  secuencia  señal,  presenta  una  pequeña 

 cápside  de  hélice  alfa  y  hacia  la  región  carboxi-terminal  se  encuentra  el  dominio 

 inter-repeat  (IR).  Este  último  está  estructuralmente  relacionado  con  los  dominios  de 

 inmunoglobulinas  y  es  necesario  para  lograr  un  correcto  plegamiento  de  la  región 

 LRR.  De  esta  forma,  las  regiones  LRR  e  IR  son  necesarias  y  suficientes  para  la 

 invasión celular  (Freiberg et al., 2004)  . 

 Los  dominios  LRR  son  codificados  por  secuencias  de  ácido  desoxirribonucleico 

 (ADN)  repetitivas  y  por  tanto  son  naturalmente  propensas  a  la  recombinación.  Esto 

 sugiere  que  la  gran  diversidad  de  genes  de  internalinas  en  el  cromosoma  de 

 Listeria  es  el  resultado  de  la  duplicación  de  genes  y  reordenamientos  intragénicos 

 e  intergénicos  (Glaser  et al.,  2001)  .  Además,  se  sugiere  que  la  conservación  de  tal 

 repertorio  de  homólogos  de  internalinas  en  el  genoma  da  lugar  a  una  amplia 

 diversidad  de  interacciones  proteína-proteína  específicas,  a  través  de  la  gran 

 variedad  de  regiones  expuestas  de  los  motivos  LRR  disponibles  (Marino  et al., 

 2000)  . 
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 1.3.4 Codones de STOP prematuros (PMSC, premature stop codon) 

 Se  han  identificado  mutaciones  sin  sentido  sobre  el  gen  que  codifica  para  la  InlA 

 que  conducen  a  una  proteína  trunca,  estas  se  denominan  codones  stop 

 prematuros,  (PMSC,  por  sus  siglas  en  inglés).  El  gen  inlA  posee  2400  pares  de 

 bases  (pb)  y  codifica  para  una  proteína  de  800  aminoácidos. 

 (  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/985151  ).  Hasta  el  momento  se  han  identificado 

 33  tipos  de  mutaciones  PMSC  que  codifican  para  internalinas  con  longitudes  de 

 entre  4  a  699  aa.  (  https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/  ;  accedido  el  29  de  Marzo  del 

 2023). 

 La  proteína  InlA  trunca  es  secretada  en  lugar  de  estar  anclada  a  la  membrana  y 

 está  relacionada  con  una  atenuación  de  la  virulencia  del  patógeno  ya  que  presenta 

 una  capacidad  reducida  para  invadir  células  epiteliales  de  intestino  humano  in  vitro 

 (Nightingale  et al.,  2008;  Su  et al.,  2019)  .  Es  así  que  PMSCs  en  el  gen  inlA  son 

 observables  mayoritariamente  en  los  aislados  relacionados  a  los  alimentos,  pero 

 son  poco  comunes  en  casos  clínicos  de  listeriosis  (Nightingale  et al.,  2008)  .  En  la 

 misma  línea,  estudios  epidemiológicos  mostraron  que  la  proteína  InlA  juega  un 

 papel  clave  en  la  listeriosis  humana,  ya  que  el  96  %  de  las  cepas  provenientes  de 

 casos  clínicos  expresaban  el  largo  completo,  y  solo  se  expresaba  un  65  %  en  los 

 casos  provenientes  de  alimentos.  De  las  cepas  estudiadas,  las  110  pertenecientes 

 al  serotipo  4b  (linaje  I)  y  las  84  pertenecientes  al  serotipo  1/2b  (linaje  I)  expresaron 

 la  InlA  de  largo  completo.  Además,  el  serotipo  4b  fue  más  frecuente  entre  las  cepas 

 clínicas  que  entre  las  alimentarias.  Las  cepas  atenuadas  o  no  virulentas  estarían 

 predominantemente  asociadas  con  el  serotipo  1/2c  (linaje  II)  provenientes 

 principalmente  de  alimentos,  ya  que  ninguna  de  las  estudiadas  expresó  la 

 internalina  de  largo  completo.  Con  respecto  al  serotipo  1/2a  (linaje  II)  la  expresión 

 de  internalina  fue  heterogénea  pero  la  internalina  truncada  se  encontró  con  mayor 

 frecuencia en cepas alimentarias que en cepas clínicas  (Jacquet et al., 2004)  . 

 Otros  investigadores  observaron  tolerancia  al  frío,  a  la  sal  y  al  ácido  en  aislados 

 de  L.  monocytogenes  que  presentaban  una  secuencia  de  codificación  de  longitud 

 completa  de  la  InlA  (Hingston  et al.,  2017)  .  Por  otro  lado  autores  reportan  que  la 
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 presencia  de  la  proteína  trunca  puede  influir  en  la  producción  de  biofilms  más 

 resistentes  (Franciosa et al., 2009; Piercey et al.,  2016)  . 

 Estas  características  pueden  explicar  la  mayor  persistencia  de  algunos  serotipos 

 en  entornos  de  elaboración  y  producción  de  alimentos.  Por  un  lado,  los  serotipos 

 4b  y  1/2b  tendrían  una  mayor  tolerancia  al  frío,  a  la  sal  y  al  ácido  ya  que  presentan 

 una  secuencia  de  codificación  de  longitud  completa  de  la  InlA.  Por  otro  lado,  los 

 serotipos  1/2c  y  1/2a  quienes  presentan  en  mayor  medida  el  gen  para  la  proteína 

 trunca InlA podrían formar biofilms más resistentes. 

 1.4 Formación de biofilms 

 La  capacidad  de  formar  biofilms  que  presenta  L.  monocytogenes  frente  a 

 condiciones  de  estrés  le  otorga  protección  contra  una  variedad  de  factores  físicos, 

 químicos  y  mecánicos,  como  los  rayos  ultravioleta,  los  metales  tóxicos,  los  ácidos, 

 la  desecación,  la  salinidad,  los  antimicrobianos  y  tolera  mejor  las  altas 

 concentraciones  de  desinfectantes  y  sanitizantes  (Flemming  et al.,  2016; 

 Hall-Stoodley  et al.,  2004;  Pan  et al.,  2006)  .  Por  otro  lado,  las  superficies  de  las 

 maquinarias  y  utensilios  utilizados  en  la  industria  alimentaria,  junto  con  la  materia 

 orgánica  residual  de  procesos  de  limpieza  y  desinfección  inadecuados, 

 proporcionan  los  nutrientes  necesarios  y  las  condiciones  propicias  para  la 

 proliferación  y  supervivencia  de  microorganismos  convirtiéndose  en  una  fuente  de 

 contaminación para los productos alimenticios  (Srey  et al., 2013)  . 

 Los  biofilms  bacterianos  son  comunidades  formadas  por  microorganismos 

 adheridos  unos  a  otros  y  a  una  superficie  de  forma  irreversible,  embebidos  en  una 

 matriz  extracelular  de  producción  propia  compuesta  principalmente  por 

 polisacáridos,  proteínas,  ADN  extracelular  y  canales  de  agua.  Estas  comunidades 

 surgen  por  un  cambio  en  el  estilo  de  vida  de  las  bacterias  unicelulares  nómades  o 

 planctónicas,  a  un  estado  pluricelular  sedentario  en  el  que  desarrollan  atributos 

 fisiológicos  y  genéticos  diferentes.  Es  así,  que  se  dan  variaciones  en  su 

 metabolismo,  tasa  de  crecimiento  y  transcripción  génica  como  parte  de  una 

 estrategia  de  supervivencia  que  la  bacteria  desarrolla  frente  a  la  presencia  de  un 

 ambiente inhóspito  (Blackman & Frank, 1996; Donlan,  2002)  . 
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 Las  características  de  este  proceso  de  desarrollo  varían  entre  las  diferentes 

 especies  bacterianas  pero  ciertos  autores  coinciden  en  un  modelo  para  la 

 formación  de  biofilms  adecuado  para  diferentes  grupos  de  especies.  La  formación 

 de  biofilms  en  asociación  con  las  superficies  consta  básicamente  de  cinco  pasos 

 que  conforman  un  ciclo.  Ver  representación  esquemática  en  la  figura  3  (Donlan, 

 2002; Lasa, 2006; Renier et al., 2011)  : 

 1.  Aproximación y adhesión reversible. 

 2.  Adhesión irreversible y producción de sustancias poliméricas extracelulares 

 (EPS), 

 3.  Desarrollo temprano de la arquitectura del biofilm. 

 4.  Maduración del biofilm, formación de canales para el flujo de nutrientes y 

 excreciones. 

 5.  Dispersión celular, con la subsiguiente colonización de otras superficies 

 Figura  3  .  Modelo  conceptual  de  la  formación  de  un  biofilm  como  un  proceso  de 
 desarrollo.  El  mismo  consta  de  cinco  etapas:  (1)  adhesión  reversible;  (2)  adhesión 
 irreversible  y  comienzo  de  la  producción  de  exopolisacáridos;  (3)  formación  de 
 microcolonias; (4) maduración; (5) dispersión celular. Tomado de  Sauer et al., (2022)  . 

 El  proceso  de  formación  del  biofilm  inicia  con  la  aproximación  y  adhesión  de  las 

 células  bacterianas  planctónicas  de  forma  reversible  a  una  superficie  sólida 

 abiótica.  En  el  caso  de  las  especies  bacterianas  móviles,  como  lo  es  L. 

 monocytogenes  ,  los  elementos  motiles  como  el  flagelo  son  la  fuerza  impulsora  que 

 contribuye  a  contrarrestar  las  fuerzas  de  repulsión  entre  las  bacterias  y  la  superficie 
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 (Farber  &  Peterkin,  1991)  .  También  se  demostró  que  en  L.  monocytogenes  ,  las 

 proteínas  de  membrana  juegan  un  rol  esencial  en  la  adherencia  primaria  a  la 

 s  uperficie  (Renier et al., 2011)  . 

 Los  encuentros  iniciales  con  una  superficie  generalmente  conducen  a  una 

 adherencia  transitoria  que  puede  dar  como  resultado  una  asociación  de  superficie 

 estable  y  un  cambio  fisiológico  hacía  el  desarrollo  de  biofilms,  o  un  regreso  al 

 estado  planctónico.  Durante  la  adherencia  transitoria  si  las  condiciones 

 extracelulares  e  intracelulares  favorecen  la  formación  de  biofilms,  comienza  la 

 segunda  etapa,  en  la  que  se  pierde  la  motilidad,  las  bacterias  comienzan  a  producir 

 una  matriz  extracelular  que  las  mantiene  unidas  entre  ellas  y  favorece  la  adhesión 

 a la superficie volviéndola irreversible  (Kolter,  R & E. P. Greenberg, 2006)  . 

 Esta  matriz  se  forma  por  la  secreción  de  sustancias  poliméricas  extracelulares 

 (EPS  por  sus  siglas  en  inglés)  que  en  L.  monocytogenes  están  compuestas  por 

 polisacáridos  principalmente  ácido  teicoico,  ADN  extracelular  y  proteínas  (Brauge 

 et al.,  2016;  Harmsen  et al.,  2010)  .  Las  EPS  forman  una  red  tridimensional  que 

 interconecta  e  inmoviliza  las  células  en  el  biofilm,  las  protege  frente  a  agresiones 

 externas,  media  la  adhesión  celular  a  la  superficie  y  provee  de  estabilidad 

 mecánica  al  biofilm.  Además,  funciona  como  un  sistema  digestivo  externo  que 

 mantiene  los  nutrientes  disueltos  y  las  enzimas  extracelulares  cercanas  a  las 

 células  para  que  se  utilicen  como  fuentes  de  nutrientes  y  energía  favoreciendo  la 

 proliferación  celular  (Flemming  et al.,  2016)  .  Como  resultado  de  la  agregación  y  el 

 crecimiento  simultáneo  de  numerosas  células  luego  de  la  unión  irreversible,  se  da 

 la formación de microcolonias. 

 La  maduración  del  biofilm  es  el  paso  en  el  que  se  convierte  en  una  estructura 

 organizada.  La  estructura  de  los  biofilms  de  L.  monocytogenes  se  caracterizan  por 

 ser  multicapas  organizadas  tridimensionalmente  en  forma  de  hongo  con  canales  y 

 poros  bien  distribuidos,  aunque  también  pueden  producirse  escasos  agregados  de 

 células  o  una  monocapa  bacteriana.  Esto  depende  de  una  multitud  de  parámetros 

 como,  la  cepa,  el  tipo  de  superficie  y  otras  condiciones  ambientales,  como  el  pH,  el 

 medio y la temperatura, sistema de cultivo, entre otros  (Renier et al., 2011)  . 
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 De  acuerdo  a  la  evidencia  obtenida,  en  el  modelo  de  organización  de  biofilms  de 

 tipo  hongo,  en  los  tallos  se  forman  poros  y  espacios  intersticiales  por  el  que 

 discurren  canales  de  agua  facilitando  el  transporte  de  materia.  Para  adquirir  esta 

 forma  se  propone  que  el  crecimiento  celular  en  la  periferia  es  rápido  y  que  el 

 crecimiento  en  el  interior  es  lento  (Chmielewski  &  Frank,  2003)  .  Durante  esta  etapa 

 también  se  desarrollan  dos  sistemas  de  comunicación  célula-célula,  el  sistema 

 autoinductor  2  LuxS  y  el  sistema  de  señalización  quorum  sensing  cuando  las 

 bacterias  se  encuentran  en  altas  densidades  de  población  celular.  Este  mecanismo 

 se  basa  en  la  producción  y  liberación  de  moléculas  señal  denominadas 

 autoinductores  (Renier et al., 2011)  . 

 Finalmente,  la  dispersión,  es  el  último  paso  en  el  ciclo  de  formación  de  los 

 biofilms  y  permite  a  las  células  revertir  a  su  forma  de  vida  planctónica.  Este  se 

 explica  como  un  proceso  activo  en  el  que  las  células  se  desprenden  de  la 

 comunidad  hacia  el  medio,  lo  que  les  permite  alcanzar  nuevos  nichos  (Donlan, 

 2002; Sauer et al., 2022)  . 

 En  relación  a  la  proteína  InlA  trunca  mencionada  anteriormente,  un  trabajo 

 realizado  por  Franciosa  et al.,  (2009)  sugirió  que  la  forma  trunca  de  la  proteína 

 favorece  el  desarrollo  de  biofilms  más  gruesos  y  resistentes.  Esto  podría  deberse  a 

 que  la  proteína  trunca,  que  es  secretada  al  medio  extracelular  en  lugar  de  estar 

 anclada  a  la  membrana,  puede  incorporarse  a  la  matriz  extracelular  que  conforma 

 el  biofilm.  De  igual  manera,  los  estudios  de  Piercey  et al.,  (2016)  mostraron  que  los 

 mutantes  de  transposones  que  contenían  un  gen  de  internalina  A  interrumpido 

 formaban  biofilms  más  gruesos  en  relación  con  el  tipo  salvaje.  Estos  datos  se 

 complementan  con  los  resultados  obtenidos  por  Di  Ciccio  et al.,  (2022)  en  el  que  se 

 asociaron  mayores  niveles  de  formación  de  biofilms  con  la  presencia  de  la  proteína 

 InlA  trunca  en  conjunto  con  la  Isla  de  supervivencia  al  estrés  1  y  el  gen  de  estrés 

 arsD  . 

 1.4.1 Resistencia a ácidos orgánicos de  Listeria  y  su biofilm 

 La  aplicación  de  ácidos  orgánicos  ha  sido  propuesta  como  estrategia  para 

 reducir  los  niveles  bacterianos  en  carne.  De  todos  los  ácidos  orgánicos  evaluados 
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 en  la  literatura,  el  ácido  acético  y  el  láctico  son  los  más  aceptados.  Como 

 antimicrobianos  naturales,  los  ácidos  orgánicos,  incluido  el  ácido  láctico  (AL), 

 pueden  usarse  para  prevenir  el  crecimiento  de  patógenos  en  una  variedad  de 

 alimentos  listos  para  el  consumo  (RTE)  y  son  fácilmente  aplicables  a  superficies  de 

 productos frescos y carnes  (Wang et al., 2014)  . 

 El  mecanismo  de  acción  de  los  ácidos  orgánicos  depende  de  la  capacidad  del 

 ácido  no  disociado  para  penetrar  a  través  de  la  membrana  celular  y  disociarse 

 dentro  de  la  bacteria  causando  una  disminución  en  el  pH  interno,  que  puede 

 interrumpir  la  producción  de  adenosín  trifosfato  (ATP),  la  síntesis  de  ARN,  la 

 replicación  del  ADN  y  el  crecimiento  celular  (Rajkovic  et al.,  2010)  .  El  AL 

 específicamente  es  un  ácido  orgánico  débil  con  un  pKa  =  3,85  a  25  ºC,  bajo  peso 

 molecular  (PM  =  90,80)  y  un  carbono  asimétrico  en  la  ubicación  a  de  la  función 

 carboxílica  (Wang et al., 2014)  . 

 El  uso  de  AL  como  antimicrobiano  fue  aprobado  principalmente  para  disminuir  la 

 contaminación  por  Escherichia  Coli  O157:H7  y  Salmonella  .  Estados  Unidos 

 permitió  su  uso  en  carne  desde  1999,  en  cambio  la  Unión  Europea  lo  aprobó  en 

 2013  (Koohmaraie  et al.,  2005;  Diario  Oficial  de  la  Unión  Europea,  2013)  .  Se 

 conoce  que  L.  monocytogenes  es  sensible  al  AL  in  vitro,  demostrándose  que  frente 

 a  cepas  aisladas  de  frigoríficos  nacionales,  la  concentración  mínima  inhibitoria  fue 

 0,3  %  en  TSB  (por  sus  siglas  en  inglés,  Tryptic  Soy  Broth)  suplementado  con 

 extracto  de  levadura  al  0,6  %  (TSB-YE)  y  la  concentración  mínima  bactericida  0.7 

 %  (Brugnini  et al.,  2018)  .  Si  bien  la  aplicación  de  AL  se  aplica  en  la  actualidad  de 

 manera  rutinaria  en  canales  y  cortes  en  establecimientos  frigoríficos  a  nivel 

 mundial,  es  necesario  también  una  rutina  de  limpieza  y  desinfección  de  las 

 superficies  de  maquinaria  y  utensilios  utilizados  en  la  industria.  Como  se  mencionó 

 anteriormente  estas  superficies  son  propicias  para  la  proliferación  y  supervivencia 

 de  microorganismos  que  pueden  formar  biofilms  y  convertirse  en  una  fuente  de 

 contaminación para los productos alimenticios  (Srey  et al., 2013)  . 

 Durante  la  utilización  de  AL  como  antimicrobiano  se  han  observado  diferentes 

 niveles  de  reducción  de  L.  monocytogenes  asociados  con  diversos  factores  como 

 la  variabilidad  en  la  sensibilidad  entre  cepas  y  las  distintas  formas  de  aplicación  de 
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 AL  (Bucur  et al.,  2018)  .  Por  esta  razón  en  este  proyecto  se  busca  evaluar  posibles 

 diferencias  en  la  resistencia  de  los  biofilms  formados  por  las  diferentes  cepas 

 seleccionadas circulantes en Uruguay. 

 Yang  et al.,  (2009)  clasificó  la  eficacia  de  diversos  desinfectantes  frente  a 

 biofilms  maduros  (de  más  de  7  días),  siendo  el  AL  (0.18  %,  pH  3.0)  el  más  eficaz 

 frente  al  hipoclorito  de  sodio  (0.0095  %,  pH  =  7.81)  y  diferentes  soluciones  de 

 amonio  cuaternario  (3  %  -  0.010  %,  pH  =  11.46  -  6.24).  Cuando  se  aplicó  AL  en 

 concentraciones  de  0,5  y  2,0  %  a  pH  =  2  a  células  de  L.  monocytogenes 

 formadoras  de  biofilms  en  cloruro  de  polivinilo  y  acero  inoxidable,  hubo  reducciones 

 del  número  de  células  sobrevivientes  del  biofilm  en  todos  los  tiempos  de 

 tratamiento  (5,  15  y  30  segundos).  Además,  proponen  que  los  biofilms  bacterianos 

 podrían  ser  más  susceptibles  al  calor  u  otros  químicos  antimicrobianos  luego  de  ser 

 tratados  con  AL  lo  que  sugiere  al  AL  como  un  buen  método  de  control  de  biofilms 

 en las superficies de la industria alimentaria  (Ban  et al., 2012)  . 

 Por  otro  lado,  los  métodos  actuales  de  higienización  de  instalaciones 

 alimentarias  presentan  algunos  inconvenientes  bien  conocidos,  como  la  posible 

 toxicidad  de  los  residuos  de  los  agentes  antimicrobianos,  o  el  fomento  de 

 resistencia  a  estos  agentes  en  los  microorganismos  transmitidos  por  los  alimentos, 

 (Purkrtová  et al.,  2010)  .  Por  lo  tanto,  la  investigación  de  nuevas  sustancias  para  la 

 desinfección  de  biofilms  es  un  área  de  gran  interés  y  la  creciente  percepción 

 negativa  de  los  consumidores  contra  los  productos  químicos  sintéticos  y  artificiales 

 han  desplazado  este  foco  de  investigación  hacia  el  desarrollo  de  desinfectantes  y 

 antimicrobianos  alternativos,  respetuosos  con  el  medio  ambiente  y  que  los 

 consumidores perciben como “naturales”  (Giaouris et al.,  2014)  . 

 1.5 Objetivos general y específicos 

 1.5.1 Objetivo general 

 Dado  que  la  caracterización  de  cepas  en  circulación  es  importante  para  las 

 investigaciones  epidemiológicas  de  L.  monocytogenes  ,  el  objetivo  de  este  trabajo 

 consiste  en  caracterizar  un  conjunto  de  seis  aislamientos  de  L.  monocytogenes 
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 provenientes  de  muestras  cárnicas  extraídas  de  distintos  establecimientos  de 

 Uruguay  (Brugnini  et al.,  2018,  2021)  .  Evaluar  la  presencia  de  mutaciones  de 

 codón  de  terminación  prematuros  en  el  gen  de  la  internalina  A  y  su  posible  relación 

 con  la  capacidad  de  las  cepas  de  formar  biofilms  y  la  resistencia  de  los  mismos  al 

 ácido láctico. 

 1.5.2 Objetivos específicos 

 1.  Caracterizar  a  nivel  molecular  los  aislamientos  de  Listeria  monocytogenes 

 de  carne  de  vaca,  cerdo  y  pollo  del  laboratorio  de  alimentos  y  nutrición  del 

 Instituto  polo  Tecnológico  de  Pando:  Confirmación  de  género  y  especie 

 mediante  rt-PCR  (reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  en  tiempo  real,  por 

 sus  siglas  en  inglés),  serotipificación  molecular  por  PCR  multiplex  (reacción 

 en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés). 

 2.  Estudiar el gen  inl  A: evaluar la presencia de PMSCs. 

 3.  Evaluar  la  capacidad  de  formación  de  biofilms  de  las  diferentes  cepas  y  la 

 resistencia de los mismos al AL como antimicrobiano. 

 1.6 Estrategia 

 1.6.1 Aislamientos y cepas de referencia 

 Los  aislamientos  almacenados  en  el  laboratorio  de  alimentos  y  nutrición  del 

 Instituto  Polo  Tecnológico  de  Pando  fueron  tomados  de  productos  cárnicos  de 

 diferentes  establecimientos.  Dos  aislados  de  carne  de  cerdo  aislados  en  febrero  del 

 2019,  denominados  L200  y  L201,  dos  aislados  en  agosto  del  2014  de  carne  vacuna 

 denominados  L101B2  y  L100A1  y  dos  aislados  en  febrero  del  2019  de  carne  de 

 pollo  denominados  P20  y  P24  (Brugnini  et al.,  2018;  Rodriguez  &  Brugnini,  2019)  . 

 Además,  se  utilizaron  dos  cepas  donadas  por  el  Instituto  de  Higiene,  una  del 

 serotipo  1/2b  y  otra  del  serotipo  1/2c,  denominadas  en  este  estudio,  CC1/2b  y 

 CC1/2c,  respectivamente.  Finalmente  se  utilizaron  tres  cepas  registradas  en  el 

 ATCC®  (por  sus  siglas  en  inglés,  American  Type  Culture  Collection)  como 

 referencia  para  los  distintos  estudios.  Las  cepas  de  L.  monocytogenes  ATCC® 

 19111  del  serotipo  1/2a,  aislada  de  aves  de  corral  y  ATCC®  13392  del  serotipo  4b, 
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 aislada  de  fluido  espinal  de  niño  con  meningitis  y  la  cepa  de  Salmonella  enterica 

 ATCC® 14028. 

 1.6.2 Caracterización molecular 

 1.6.2.1 Confirmación de género y especie a nivel molecular 

 Para  la  confirmación  de  género  y  especie  a  nivel  molecular  se  realizó  un  ensayo 

 rt-PCR,  empleando  el  fluorocromo  de  unión  inespecífica  a  la  doble  hebra  de  ADN, 

 SYBR®Green.  De  acuerdo  a  lo  reportado  por  Barbau-Piednoir  et al.,  (2013)  se  trata 

 de  una  combinación  de  ensayos  cualitativos  de  detección  por  rt-PCR  En  un  primer 

 nivel  se  detecta  la  presencia  de  cualquier  bacteria  perteneciente  al  género  Listeria 

 (  L.  monocytogenes,  L.  ivanovii,  L.  seeligeri,  L.  welshimeri  y  L.  innocua  ), 

 exceptuando  las  bacterias  de  la  especie  L.  grayi,  que  difiere  significativamente  de 

 L.  monocytogenes  a  nivel  genético  (Schmid  et al.,  2005)  .  En  un  segundo  nivel 

 permite detectar la presencia de la especie  L. monocyt  ogenes. 

 Para  el  primer  nivel  de  detección,  un  gen  presente  en  todas  las  especies  del 

 género  Listeria  fue  considerado.  Con  los  pares  de  cebadores  prs-2-deg  (F)  y  (R), 

 se  evalúa  la  presencia  del  gen  de  expresión  constitutiva  prs  que  flanquea  el  clúster 

 de  virulencia  presente  en  la  isla  de  patogenicidad  LIPI-1  (Schmid  et al.,  2005)  .  Para 

 el  segundo  nivel  de  detección,  se  evalúa  la  presencia  del  gen  hly  con  los  pares  de 

 cebadores  hlyA-146-deg-tronc  (F)  y  (R).  hly  es  el  gen  que  codifica  para  un  factor  de 

 virulencia  específico  de  la  especie  L.  monocytogenes  previamente  mencionado 

 (Vázquez-Boland et al., 2001)  . 

 Este  ensayo  presenta  ciertas  ventajas,  ya  que,  los  cuatro  pares  de  cebadores 

 son  utilizados  bajo  las  mismas  condiciones  de  PCR  y  es  posible  realizarlos 

 simultáneamente.  Además,  los  cuatro  genes  seleccionados  están  presentes  en  una 

 sola  copia  en  el  genoma  de  Listeria  y  cada  uno  de  ellos  da  como  resultado  una 

 única banda del tamaño y secuencia esperado. 
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 1.6.2.2 Serotipificacion molecular por PCR 

 La  serotipificación  molecular  se  realiza  por  técnicas  basadas  en  ensayos  de 

 PCR  multiplex  tiempo  final  descrita  por  (Doumith  et al.,  2004)  .  Esta  se  basa  en  la 

 detección  por  PCR  de  cinco  regiones  específicas  del  genoma  de  L. 

 monocytogenes  ,  tras  la  detección  de  estas  regiones  las  cepas  pueden  clasificarse 

 en cinco diferentes serogrupos moleculares como se indica en la tabla 1. 

 Tabla  1.  Distribución  de  12  serotipos  de  L.  monocytogenes  en 
 los serogrupos moleculares y sus regiones amplificadas. 

 Serotipos  Serogrupo 
 molecular 

 Regiones amplificadas 

 1/2a, 3a  II.a  prs,  lmo0737, 
 1/2c, 3c  II.b  prs,  lmo0737,  lmo1118 

 4b, 4d, 4e  I.a  prs,  ORF2819,  ORF2110 
 1/2b, 3b, 7  I.b  prs,  ORF2819, 

 4a, 4c  III  prs 
 Los  serotipos  4ab  y  4h  no  se  incluyen  en  la  clasificación  en 
 serogrupos moleculares descrita por  Doumith et al.,  (2004)  . 

 De  acuerdo  a  Doumith  et al.,  (2004)  ,  con  este  método  y  considerando  que  los 

 serotipos  1/2a,  4b,  1/2b  y  1/2c  son  los  más  abundantes  (aproximadamente  98  %) 

 de  los  aislados  de  origen  humano  y  alimentario,  es  posible  inferir  que  un 

 aislamiento  perteneciente  a  los  serogrupos  moleculares  II.a,  II.b,  I.a  o  I.b 

 corresponderá  al  serotipo  1/2a,  1/2c,  4b  o  1/2b,  respectivamente  (Jacquet  et al., 

 2002)  . 

 1.6.3 Análisis del gen de virulencia  inlA 

 Para  el  análisis  del  gen  de  la  proteína  InlA  se  realiza  la  secuenciación  del  gen 

 completo  inlA  .  Como  lo  indican  Magagna  et al.,  (2022)  y  Gelbíčová  et al.,  (2015)  ,  se 

 utilizan  tres  pares  de  cebadores  que  dividen  el  gen  en  tres  regiones.  Al 

 reensamblar  las  secuencias  obtenidas  es  posible  obtener  la  secuencia  completa 

 del  gen  inlA  de  todos  los  serotipos  pertenecientes  a  los  linajes  I  y  II.  Esto  es 

 sumamente  relevante  ya  que  como  se  mencionó  anteriormente  todos  los  casos 

 clínicos  de  listeriosis  están  vinculados  con  aislados  pertenecientes  a  estos  linajes 

 (Jacquet  et al.,  2002)  .  Además,  con  la  secuenciación  es  posible  identificar  los  33 
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 tipos  de  mutaciones  de  PMSC  actualmente  descritas 

 (  https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/  ; consultado el  27 de febrero de 2024). 

 1.6.4 Evaluación de la formación de biofilms 

 La  cuantificación  de  biofilms  se  realizaba  anteriormente  con  un  método  basado 

 en  el  cultivo  de  biofilms  en  la  pared  de  un  tubo  de  ensayo  y  posterior  detección  por 

 tinción  para  determinar  de  forma  cualitativa  mediante  la  percepción  del  observador 

 la  formación  de  biofilms.  Actualmente  se  utilizan  otros  métodos  entre  los  cuáles  el 

 ensayo  en  placa  de  microtitulación  es  el  mayormente  utilizado  ya  que,  por  un  lado, 

 la  adhesión  y  formación  del  biofilm  se  realiza  sobre  una  superficie  de  poliestireno, 

 similar  a  potenciales  superficies  de  contacto  con  alimentos  y,  por  otro  lado,  permite 

 evaluar  la  adhesión  celular  de  múltiples  cepas  y  múltiples  condiciones  de 

 crecimiento  dentro  de  un  mismo  experimento.  Este  método  se  clasifica  como 

 estático  o  cerrado  ya  que  el  suministro  de  nutrientes  se  limita  a  las  condiciones 

 inicialmente  proporcionadas  y  consiste  en  cultivar  biofilms  en  placas  de 

 microtitulación,  realizar  su  tinción  con  cristal  violeta  y  solubilizar  el  colorante  unido 

 para  cuantificarlo  mediante  la  lectura  de  absorbancia.  La  principal  desventaja  de 

 este  método  es  que  es  una  cuantificación  indirecta  ya  que  se  utiliza  como  indicador 

 de  la  cantidad  de  biomasa  de  biofilm  formado  la  cantidad  de  cristal  violeta  unido  y 

 luego solubilizado en la solución de decoloración  (Stepanović et al., 2007)  . 

 En  este  ensayo,  la  capacidad  de  formación  de  biofilms  se  evaluó  en  dos 

 condiciones  diferentes.  Por  un  lado,  se  evaluó  la  formación  a  37  ºC  durante  24 

 horas  de  incubación,  es  decir  en  condiciones  óptimas  de  crecimiento  y  por  otro 

 lado  a  20  ºC  durante  48  horas  de  incubación,  es  decir,  temperaturas  próximas  a  las 

 temperaturas de trabajo en establecimientos elaboradores de alimentos. 

 1.6.5 Evaluación de la resistencia de biofilms 

 La  mayoría  de  las  investigaciones  sobre  la  resistencia  a  antimicrobianos  y 

 desinfectantes  de  los  biofilms  formados  por  L.  monocytogenes  se  realizan 

 mediante  formatos  estáticos  en  placas  de  microtitulación.  En  este  proyecto  se 

 evaluó  la  capacidad  antimicrobiana  del  AL  frente  a  biofilms  formados  por 

 aislamientos  de  L.  monocytogenes.  Para  ello  se  compararon  estadísticamente  las 
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 biomasas  de  biofilm  formadas  sin  la  aplicación  de  antimicrobiano  (ver  sección 

 1.6.4)  con  la  biomasa  de  biofilms  remanente  luego  de  aplicar  el  antimicrobiano  al  1 

 % durante 5 minutos al biofilm ya formado. 
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 2. Materiales y métodos 

 2.1 Aislamientos y cepas de referencia 

 Los  aislamientos  de  Listeria  monocytogenes  L100A1,  L101B2,  L200,  L201,  P20  y 

 P24,  las  cepas  de  referencia  ATCC®  19111,  ATCC®  13932  y  ATCC®  14028  y  las 

 dos  cepas  donadas  por  el  Instituto  de  Higiene  CC1/2b  y  CC1/2c  se  mantuvieron 

 conservados  en  stocks  a  –80  °C  de  TSB-YE  (composición  en  un  litro  de  medio: 

 Triptona  (digerido  pancreático  de  caseína)  17,0  g,  Soytona  (digerido  péptico  de 

 soja)  3,0,  glucosa  2,5  g,  cloruro  de  sodio  5,0  g,  fosfato  dipotásico  2,5  g,  pH  7,3  ±  0,2 

 a  25  °C  suplementado  al  0,6  %  con  extracto  de  levadura)  y  glicerol  al  20  %.  Previo 

 a  la  realización  de  cada  experimento,  cada  cepa  se  activó  al  transferir  0,1  mL  del 

 stock a 10 mL de medio TSB-YE e incubación a 37 °C por 18 horas. 

 2.2 Caracterización molecular 

 2.2.1 Confirmación de género y especie a nivel molecular 

 La  confirmación  de  género  y  especie  de  los  aislamientos  a  nivel  molecular  se 

 realizó  mediante  una  PCR  a  tiempo  real  de  acuerdo  a  lo  descrito  por 

 Barbau-Piednoir  et al.,  (2013)  .  A  partir  de  un  cultivo  en  medio  TSB-YE  incubado  a 

 37  o  C  durante  18  horas  para  alcanzar  fase  estacionaria,  se  extrajo  el  ADN 

 genómico  de  todos  los  aislamientos  de  Listeria  utilizando  el  kit  Mericon™  DNA 

 Bacteria  Plus  Kit  (Qiagen)  de  acuerdo  con  las  recomendaciones  del  fabricante.  Se 

 midió  la  concentración  de  ADN  extraído  usando  un  espectrofotómetro  NanoDrop™ 

 Lite de Thermo Scientific™ según las recomendaciones del fabricante. 

 Para  la  PCR  a  tiempo  real  se  utilizaron  los  pares  de  cebadores  prs-2(F)  y 

 prs-2-deg(R)  para  identificar  Listeria  spp.  y  el  par  hlyA-146-deg-tronc(F)  y  (R)  para 

 identificar  L.  monocytogenes  ,  ver  tabla  2  (Barbau-Piednoir  et al.,  2013)  .  Se  utilizó 

 un  termociclador  Rotor–Gene  Q  con  el  siguiente  programa  térmico:  un  paso  de 

 activación  de  la  ADN  polimerasa  durante  3  minutos  a  98  °C  seguido  de  30  ciclos  de 

 amplificación  de  15  segundos  a  95  °C  (paso  de  desnaturalización)  y  1  minuto  a  60 

 °C  (paso  de  hibridación  y  extensión)  adquiriendo  los  datos  en  el  canal  verde  (Ex 
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 470  nm-  Det  510  nm).  La  reacción  se  realizó  en  un  volumen  final  de  25  μL,  con  2μL 

 de  25  ng/uL  de  ADN  extraído,  1X  SsoAdvanced™  Universal  SYBR®Green 

 Supermix  de  Biorad,  800  nM  y  400  nM  de  cada  cebador  prs-2  y  hlyA-146, 

 respectivamente.  Luego  de  la  amplificación  se  realizó  el  análisis  de  la  temperatura 

 de  disociación  de  los  productos  de  amplificación  mediante  la  curva  de  disociación 

 (melting)  aumentando  gradualmente  la  temperatura  de  60  a  95  °C  en  20  minutos  (± 

 0,6 °C/20 segundos) utilizando el termociclador Rotor-Gene Q de Qiagen. 

 Se  incluyeron  como  control  negativo  de  Listeria  spp.  una  cepa  de  Salmonella 

 enterica  ATCC®  14028,  como  control  positivo  para  L.  monocytogenes  las  cepas 

 ATCC®  19111  y  un  control  "sin  molde"  (NTC)  para  evaluar  la  formación  de  dímeros 

 de cebadores o la amplificación no específica. 

 Se  consideraron  dos  criterios  para  la  interpretación  de  los  resultados,  el  ciclo  de 

 umbral  (C  t  ,  por  sus  siglas  en  inglés)  y  la  temperatura  de  disociación  del  amplicón 

 (T  m  ,  por  sus  siglas  en  inglés).  Debido  a  que  es  un  ensayo  cualitativo  se  considera 

 como  positivo  una  señal  de  amplificación  de  carácter  exponencial  por  encima  del 

 límite  de  detección  (umbral)  y  que  presenta  un  único  pico  en  el  análisis  de  la  curva 

 de  disociación  de  las  muestras,  es  decir,  un  único  valor  de  T  m  cuyo  valor  puede 

 variar según el serotipo como se muestra en la tabla 2. 

 Tabla  2.  Secuencias  de  cebadores  utilizadas  para  los  dos  niveles  de  detección,  género 
 Listeria  y especie  monocytogenes  , con sus respectivos  tamaños y T  m  del amplicón. 

 Especie 
 objetivo 

 Nombre 
 del 

 cebador 
 Secuencia de cebadores (5’ - 3’) 

 Tamaño 
 amplicón          T  m 
 (pb) 

 Listeria 
 (excepto 
 L. grayi  ) 

 prs-2-F  ATTTTCTCGCTAAATTCTAATCGTG 
 60  71.5 °C 

 prs-2-R-deg  CAATACCWACTTCTTTCGCAATCT 
 C 

 L. 
 monocy 
 togenes 

 hlyA-146-de 
 g-tronc-F  AAATCTGTCTCAGGYGATGT 

 103 

 73.5 – 74 °C 
 L. monocytogenes 

 1/2a, 1/2c, 3a, 3c, 4a, 
 4d y 4e 
 75 °C 

 L. monocytogenes 
 1/2b, 3b, 4b y 4c 

 hlyA-146-R  CGATGATTTGAACTTCATCTTTTGC 

 En  nombre  del  cebador  se  especifica  F=  Forward  y  R=  Reverse.  Bases  canónicas:  A  =  Adenina, 
 C  =  Citosina,  G  =  Guanina,  T  =  Timina.  Bases  degradadas:  Y  =  Pirimidinas  (C  o  T),  V  =  No  T  (A, 
 C o G), R = Purinas (A o G) S = Strong (C o G). Adaptado de  Barbau-Piednoir et al., (2013)  . 
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 2.2.2 Serotipificacion molecular por PCR 

 La  serotipificación  de  los  aislamientos  a  nivel  molecular  se  realizó  mediante  un 

 ensayo  de  PCR  multiplex  a  tiempo  final,  según  el  método  reportado  por  Doumith 

 et al., (2004)  dirigido a los genes:  prs  ,  ORF2110,  ORF2819, lmo1118  e  lmo0737  . 

 Inicialmente,  se  extrajo  el  ADN  genómico  de  la  misma  forma  que  en  el  punto 

 2.2.1.  La  PCR  se  realizó  con  un  paso  inicial  de  desnaturalización  a  95  °C  durante  3 

 minutos;  35  ciclos  de  94  °C  por  0,40  minutos  (desnaturalización),  53  °C  por  1,15 

 minutos  y  72  °C  por  1,15  minutos  (hibridación  y  extensión,  respectivamente);  y  un 

 paso  final  de  extensión  de  72  °C  durante  7  minutos  en  un  termociclador  Eppendorf 

 5331  MasterCycler®  Gradient  Thermal  Cycler.  La  reacción  se  realizó  en  un 

 volumen  final  de  50  μL,  con  2μL  de  25  ng/uL  de  ADN  extraído,  0,2  mM  de  dNTPs 

 (desoxirribonucleótidos  trifosfatos),  2,5  U  NZYTaq  II  DNA  polymerase  de  NZYtech, 

 1X  Reaction  Buffer  de  NZYtech,  0,25  mM  MgCl  2  y  el  mix  de  cebadores  preparado 

 de acuerdo a las concentraciones especificadas en tabla 3. 

 Se  incluyeron  como  control  negativo  de  Listeria  .  spp  una  cepa  de  Salmonella 

 enterica  ATCC®  14028,  como  control  positivo  para  los  cuatro  primeros  serogrupos 

 moleculares  II.a,  II.b,  I.a  y  I.b  (ver  tabla  1)  las  cepas  de  L.  monocytogenes  ATCC® 

 19111  serotipo  1/2a,  CC1/2c  serotipo  1/2c,  ATCC®  13932  serotipo  4b  y  CC1/2b 

 serotipo  1/2b,  respectivamente.  Además,  se  añadió  un  control  "sin  molde"  (NTC)  y 

 un blanco de extracción con buffer de lisis (B). 
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 Tabla 3. Secuencias de los cebadores, tamaños de amplicón y concentraciones 
 utilizadas en la reacción de PCR. 

 Gen 
 objetivo  Secuencia cebador (5’-3’)  Tamaño de 

 amplicón (pb) 
 Concentración 

 final 

 lmo1118  F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 
 R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA  906  1,5 uM 

 lmo0737  F: AGGGCTTCAAGGACCTTACCC 
 R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC  691  1 uM 

 ORF2110  F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA 
 R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC  597  1 uM 

 ORF2819  F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 
 R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG  471  1 uM 

 prs  F: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 
 R: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG  370  0,2 uM 

 En la secuencia del cebador se especifica F= Forward y R= Reverse. Bases canónicas: 
 A = Adenina, C = Citosina, G = Guanina, T = Timina. 

 Los  productos  de  PCR  se  visualizaron  tras  una  electroforesis  en  gel  de  agarosa 

 al  2  %  en  buffer  TAE  1X  (Tris-acetato  de  0,04  M,  EDTA  1  mM,  pH  8,0)  previamente 

 teñido  con  SYBR™Safe  DNA  Gel  Stain  10.000X.  Los  productos  de  PCR  se 

 sembraron  con  Thermo  Scientific™  6X  DNA  Loading  Dye  y  se  utilizó  el  marcador 

 de  peso  molecular  de  AccuRuler  100  bp  Plus  DNA  Ready-to-Use  Ladder.  El  gel  fue 

 visualizado  bajo  luz  ultravioleta  en  un  transiluminador  UV  Transilluminator  de 

 Cleaver Scientific Inc. 

 2.3 Análisis del gen de virulencia  inlA 

 Inicialmente,  se  extrajo  el  ADN  genómico  de  la  misma  forma  que  en  el  punto 

 2.2.1.  El  análisis  del  gen  de  virulencia  inlA  se  realizó  mediante  la  secuenciación  de 

 los  productos  de  PCR  del  gen  que  codifica  para  la  proteína  InlA  utilizando  tres 

 pares  de  cebadores  diseñados  por  Magagna  et al.,  (2022)  y  Gelbíčová  et al., 

 (2015)  ,  utilizando  el  ADN  genómico  obtenido  de  la  misma  forma  que  en  el  punto 

 2.2.1. 

 Para  la  PCR  a  tiempo  final  se  aplicó  el  siguiente  programa  térmico:  un  paso  de 

 desnaturalización  de  3  minutos  a  95  °C  seguido  de  35  ciclos  de  amplificación  de  30 

 segundos  a  94  °C  (paso  de  desnaturalización),  90  segundos  a  55  °C  (paso  de 

 hibridación)  y  90  segundos  a  72  °C  (paso  de  extensión)  y  un  paso  final  de 
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 extensión  a  72  °C  por  10  minutos  en  un  termociclador  Eppendorf  5331 

 MasterCycler® Gradient Thermal Cycler  . 

 Las  reacciones  se  realizaron  en  un  volumen  final  de  25  μL,  con  2μL  de  100 

 ng/uL  de  ADN  extraído,  0,2  mM  de  dNTPs,  5  U  NZYTaq  II  DNA  polymerase  de 

 NZYtech,  1X  Reaction  Buffer  de  NZYtech  y  500  nM  de  cada  cebador  de  la  región 

 correspondiente  como  se  observa  en  la  tabla  4.  La  concentración  de  cloruro  de 

 magnesio  fue  ajustada  para  lograr  la  especificidad  de  reacción  adecuada  en  las 

 diferentes  regiones  del  gen.  Por  ello,  la  concentración  final  de  cloruro  de  magnesio 

 fue  de  1,5  mM  para  las  regiones  1  y  3  y  de  2  mM  para  la  región  2.  En  cada  corrida 

 se incluyó un control "sin molde" (NTC). 

 Tabla  4.  Secuencia  de  los  cebadores  utilizados  para  amplificar  las  tres 
 regiones del gen  inlA 

 Región 
 del gen 

 Secuencia cebador (5’-3’)  Posición 
 (pb) 

 Tamaño del 
 amplicón (pb) 

 1  F: GATATCACTAAACGGCTCC 
 R: TAGTTTTGTTAGACCCGACA  (−170)–872  1042 

 2  F: TAAATCGGCTAGAACTATCCA 
 R: GTCAATAAATTCCCAGCTTC  497–1540  1043 

 3  F: YTATACCTTTAVCCAAYCTG 
 R: TTCAYTTTGTGTCACTRSATC  1410–(+218)  1208 

 En  la  secuencia  del  cebador  se  especifica  F=  Forward  y  R=  Reverse.  Bases 
 canónicas:  A  =  Adenina,  C  =  Citosina,  G  =  Guanina,  T  =  Timina.  Bases 
 degradadas:  Y  =  Pirimidinas  (C  o  T),  V  =  No  T  (A,  C  o  G),  R  =  Purinas  (A  o  G) 
 S  =  Strong  (C  o  G).  Adaptado  de  Magagna  et al.,  (2022)  (pares  de  cebadores 
 1 y 2) y  Gelbíčová et al., (2015)  (par de cebadores  3). 

 El  largo  de  los  productos  de  PCR  se  verificó  mediante  una  electroforesis  en  gel 

 de  agarosa  al  1.2  %  en  buffer  TAE  1X  (Tris-acetato  de  0,04  M,  EDTA  1  mM,  pH  8,0) 

 pre  teñido  con  SYBR™Safe  DNA  Gel  Stain  10.000X.  Los  productos  de  PCR  se 

 sembraron  con  Thermo  Scientific™  6X  DNA  Loading  Dye  y  se  utilizó  el  marcador 

 de  peso  molecular  de  Thermo  Scientific™  GeneRuler  1kb  DNA  Ladder.  El  gel  fue 

 visualizado  bajo  luz  ultravioleta  en  un  transiluminador  UV  Transilluminator  de 

 Cleaver Scientific Inc. 

 Previo  a  la  secuenciación,  se  realizó  la  purificación  de  los  productos  de  PCR  con 

 el  kit  DNA  Clean  &  Concentrator®-25  de  ZymoResearch  para  eliminar  remanentes 
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 de  cebadores,  ADN  genómico  y  otros  residuos  de  reacción  que  pudieran  dañar  la 

 calidad  del  ADN  obtenido.  Posteriormente  se  enviaron  a  secuenciar  los  productos 

 de  PCR  mediante  el  servicio  de  secuenciación  por  electroforesis  capilar  (CES,  por 

 sus  siglas  en  inglés)  o  Sanger  de  Macrogen,  cada  producto  de  PCR  fue 

 secuenciado  en  sentido  directo  (5’  -  3’)  e  inverso  (3’  -  5’)  con  los  cebadores  forward 

 y reverse, respectivamente, ver tabla 4. 

 Después  de  la  secuenciación,  las  seis  secuencias  de  cada  muestra  se 

 depuraron,  alinearon  y  ensamblaron  en  un  único  contig  de  más  de  2400  pb  con  el 

 software  BioEdit  versión  7.1.1  usando  la  secuencia  tipo  del  gen  inlA  como  plantilla 

 con  número  de  acceso  MG922918.1 

 (  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG922918.1  ).  Luego  de  identificar  los 

 marcos  abiertos  de  lectura  (ORFs,  por  sus  siglas  en  inglés)  se  analizaron  las 

 secuencias  proteicas  obtenidas  en  busca  de  PMSCs  utilizando  el  software  BioEdit 

 versión 7.1.1. 

 2.4 Evaluación de la formación de biofilms 

 La  evaluación  de  la  capacidad  de  formación  de  biofilm  para  cada  cepa  se  realizó 

 mediante  el  método  de  cultivo  en  placa  de  microtitulación.  Se  realizaron  tres 

 réplicas  independientes  por  cepa.  En  cada  réplica  las  cepas  se  analizaron  por 

 triplicado  (tres  pocillos  por  cepa).  Para  ello  se  partió  de  un  cultivo  en  medio  TSB-YE 

 incubado  a  37  °C  durante  18  hs  para  alcanzar  la  fase  estacionaria.  Se  realizó  una 

 dilución  de  cada  cultivo  en  medio  BHI  (por  sus  siglas  en  inglés,  Brain  Heart 

 Infusion,  composición  en  un  litro  de  medio:  sólidos  de  infusión  cerebral  12,5  g, 

 sólidos  de  infusión  de  corazón  de  res  5,0  g,  peptona  proteasa  10,0  g,  glucosa  2,0 

 g,  cloruro  de  sodio  5,0  g,  fosfato  disódico  2,5  g,  pH  7,4  ±  0,2  a  25  °C)  para  alcanzar 

 una  concentración  de  1.5  x  10  8  unidades  formadoras  de  colonias/ml  de  la  cual  se 

 transfirieron  100  uL  a  tres  pocillos  de  una  placa  de  microtitulación  de  poliestireno 

 estéril.  En  la  placa  de  microtitulación  se  añadieron  150  uL  de  agua  destilada  estéril 

 en  los  pocillos  sobrantes  para  evitar  la  pérdida  por  evaporación  y  los  efectos  de 

 borde  de  placa.  Además,  se  añadió  un  blanco  por  triplicado  de  medio  BHI  sin 

 inocular.  La  absorbancia  del  blanco  se  tomó  como  basal  y  fue  restada  a  cada  valor 

 experimental. 
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 Las  placas  se  incubaron  a  37  °C  y  20  °C  por  24  y  48  horas  respectivamente  y  la 

 densidad  óptica  se  midió  en  un  Lector  de  placas,  Multiskan  EX,  Thermo  Scientific  a 

 620  nm.  Luego  se  removió  el  medio  de  los  pocillos  y  tras  enjuagar  los  pocillos  tres 

 veces  con  150  uL  de  agua  destilada  estéril  se  dejó  secar  la  placa  en  posición 

 invertida durante 45 minutos. 

 Para  la  tinción  se  agregó  150  uL  de  cristal  violeta  al  0.6  %  en  cada  pocillo.  Se 

 incubó  la  placa  a  temperatura  ambiente  durante  45  minutos  y  se  enjuagaron  los 

 pocillos  tres  veces  con  150  uL  de  agua  destilada  estéril  para  eliminar  el  colorante 

 no  unido.  Finalmente,  se  agregan  200  uL  de  etanol  al  95  %  a  cada  pocillo  para 

 solubilizar  el  cristal  violeta  y  se  incuba  durante  30  minutos  a  4  °C.  Para  medir  la 

 densidad  óptica  se  transfieren  200  uL  de  cada  pocillo  a  una  nueva  placa  de 

 microtitulación  y  se  mide  la  absorbancia  a  620  nm  en  un  lector  de  placas  de 

 microtitulación. 

 Para  la  interpretación  de  los  resultados  se  definió  un  valor  de  corte  por  densidad 

 óptica  (DO),  denominado  DOc,  este  se  definió  como  el  valor  de  la  media  de  los 

 blancos más tres desviaciones estándar por encima de los mismos. 

 De esta manera las cepas fueron clasificadas como  (Stepanović et al., 2007)  : 

 -  no formadoras de biofilm (DO ≤ DOc) 

 -  débiles formadoras de biofilm (DOc < DO ≤ 2x DOc) 

 -  formadoras moderadas de biofilm (2x DOc < DO ≤ 4x DOc) 

 -  fuertes formadoras de biofilm (4x DOc < DO) 

 2.5 Evaluación de la resistencia de biofilms 

 El  AL  al  1  %  se  preparó  a  partir  de  una  solución  concentrada  de  AL  al  85  % 

 mediante  una  serie  de  diluciones  con  material  aforado.  Finalmente,  se  tituló  con 

 una  solución  estándar  de  hidróxido  de  sodio  0.1  M  para  conocer  su  concentración 

 exacta y se registró el valor de pH = 2,41. 

 Para  evaluar  la  resistencia  de  los  biofilms,  los  mismos  se  formaron  de  la  misma 

 forma  que  en  el  punto  2.4  pero  previo  al  paso  de  tinción  con  cristal  violeta  se 

 31 



 realizó  la  aplicación  del  ácido  láctico.  Para  ello  se  agregaron  100  uL  de  la  solución 

 ácido  láctico  al  1  %,  dejando  un  tiempo  de  contacto  de  5  minutos.  Luego  se 

 enjuaga  tres  veces  en  150  μl  de  agua  destilada  estéril  para  eliminar  el  ácido  láctico 

 y  se  deja  secar  las  placas  en  posición  invertida  durante  45  minutos.  Para  finalizar 

 se  prosigue  con  la  aplicación  del  cristal  violeta  hasta  la  medida  de  absorbancia  en 

 el lector de placas de microtitulación. 

 2.6 Análisis estadístico 

 Las  pruebas  realizadas  en  las  secciones  2.5  y  2.6  se  realizaron  en  tres  ensayos 

 independientes  con  tres  réplicas  para  cada  ensayo.  El  análisis  estadístico  de  los 

 resultados  obtenidos  fue  realizado  empleando  la  prueba  ANOVA,  SC  tipo  1,  LSD 

 Fisher,  mediante  el  software  InfoStat  versión  2020e  con  la  finalidad  de  determinar 

 diferencias significativas (p < 0,05). 
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 3. Resultados y discusión 

 3.1 Caracterización molecular 

 3.1.1 Confirmación de género y especie a nivel molecular 

 En  las  figuras  4.A  y  4.B  se  muestran  los  resultados  obtenidos  de  la  rt-PCR 

 realizada  utilizando  los  pares  de  cebadores  prs-2  (figura  4.A)  y  hlyA-146  (figura 

 4.B)  en  las  que  se  observa  una  señal  de  amplificación  positiva  de  carácter 

 exponencial  por  encima  del  valor  umbral  para  todos  los  aislamientos  de  Listeria 

 monocytogenes  y  para  el  control  positivo  ATCC®  19111.  Para  la  cepa  control 

 ATCC®  14028  utilizada  como  control  negativo  y  el  control  NTC  se  observa  una 

 señal  bajo  el  límite  de  detección  durante  todos  los  ciclos.  En  las  figuras  4.C  y  4.D 

 se  observa  que  la  señal  obtenida  para  todas  los  aislamientos  de  Listeria  y  el  control 

 positivo  ATCC®  19111  utilizando  los  pares  de  cebadores  prs-2  (figura  4.C)  y 

 hlyA-146  (figura  4.B)  presenta  un  único  pico  por  curva,  indicando  la  presencia  de 

 un  único  producto  de  PCR  con  T  m  de  76,75  °C  (figura  4.C)  y  de  80,50  y  79,75  °C 

 (figura  4.D)  confirmando  que  los  aislamientos  corresponden  a  la  especie  Listeria 

 monocytogenes  (Barbau-Piednoir et al., 2013)  . 

 Además,  en  la  figura  4.D,  obtenida  mediante  amplificación  con  el  par  de 

 cebadores  hlyA-146  se  observa  que,  los  aislamientos  se  separaron  en  dos  grupos 

 con  T  m  diferentes,  80,50  y  79,75  °C.  Los  aislamientos  L100A1,  P20,  L200  y  L201 

 presentan  una  T  m  mayor  y  según  Barbau-Piednoir  et al.,  (2013)  corresponden  a 

 aislados  de  L.  monocytogenes  del  grupo  de  serotipos  1/2b,  3b,  4b  o  4c  mientras 

 que  los  aislamientos  L101B2,  P24  y  el  control  positivo  ATCC®  19111  que  presentan 

 una  T  m  menor  corresponderían  a  aislados  de  L.  monocytogenes  del  grupo  de 

 serotipos  1/2a,  1/2c,  3a,  3c,  4a,  4d  o  4e,  en  donde  efectivamente  el  control  positivo 

 ATCC® 19111 pertenece al serotipo 1/2a. 
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 Figura  4.  A  y  B.  Señal  de  fluorescencia  en  función  del  número  de  ciclo  para  el  producto 
 de  amplificación  obtenido  con  el  par  de  cebadores  prs-2  (A)  y  hlyA-146  (B).  Threshold  = 
 umbral  C  y  D.  Curvas  de  disociación  (melting)  como  diferencia  de  fluorescencia  medida 
 sobre  diferencia  de  temperatura  en  función  de  la  temperatura  para  el  producto  de 
 amplificación obtenido para los pares de cebadores prs-2 (C) y hlyA-146 (D). 

 34 



 Se  observa  que  el  valor  específico  de  las  T  m  obtenidas  con  ambos  pares  de 

 cebadores  presenta  un  corrimiento  de  aproximadamente  5  ºC  respecto  a  los 

 reportados  por  Barbau-Piednoir  et al.,  (2013)  y  presentados  en  la  Tabla  2.  Este 

 corrimiento  puede  deberse,  en  parte,  a  diferencias  en  la  fuerza  iónica  del  medio  de 

 reacción  dadas  por  el  uso  de  una  PCR  mastermix  diferente  a  la  utilizada  por  el 

 autor. 

 En  resumen,  de  acuerdo  a  los  resultados  observados  podemos  afirmar  que  los 

 aislamientos  L100A1,  P20,  L200  y  L201  pertenecen  al  género  Listeria,  a  la  especie 

 L.  monocytogenes  y  al  grupo  de  serotipos  1/2b,  3b,  4b  y  4c,  mientras  que  los 

 aislamientos  L101B2  y  P24  pertenecen  al  género  Listeria  ,  a  la  especie  L. 

 monocytogenes  y al grupo de serotipos 1/2a, 1/2c,  3a, 3c, 4a, 4d y 4e. 

 3.1.2 Serotipificacion molecular por PCR 

 En  la  figura  5  se  observa  el  gel  de  agarosa  con  las  diferentes  bandas 

 correspondientes  a  los  fragmentos  obtenidos  tras  la  PCR  multiplex  de  Doumith 

 et al.,  (2004)  .  En  primera  instancia,  los  controles  que  se  observan  en  los  carriles 

 NTC  y  B  son  los  esperados  ya  que  no  se  observan  productos  de  PCR  a  excepción 

 de  una  banda  de  tamaño  menor  a  100  pb  que  podría  corresponderse  con  dímeros 

 de  cebadores,  los  cuales  también  se  observan  en  los  demás  carriles.  Los 

 resultados  obtenidos  en  los  carriles  correspondientes  a  las  cepas  control  se 

 visualizan  en  la  sección  derecha  del  gel  en  el  siguiente  orden,  ATCC®  19111 

 (serotipo  1/2a),  CC1/2b  (serotipo  1/2b),  CC1/2c  (serotipo  1/2c)  y  ATCC®  13932 

 (serotipo  4b).  Las  bandas  obtenidas  son  del  tamaño  esperado  para  cada  serotipo 

 reportado  y  concuerdan  con  el  patrón  de  bandas  indicado  por  Doumith  et al., 

 (2004)  para  cada  serogrupo  (Tabla  1  y  3).  Además,  para  la  cepa  de  Salmonella 

 ATCC®  14028  (control  negativo)  no  se  observan  bandas  bien  definidas  como  era 

 esperado.  En  la  sección  izquierda  del  gel  podemos  observar  el  patrón  de  bandas 

 obtenido  para  los  diferentes  aislados  de  L.  monocytogenes  .  Los  aislados  L100A1, 

 L200  y  L201  presentan  un  patrón  de  bandas  correspondiente  al  serogrupo  I.a  y 

 coincide  con  el  de  la  cepa  de  referencia  ATCC®  13932  del  serotipo  4b.  El  aislado 

 P20  presenta  un  patrón  de  banda  correspondiente  al  serogrupo  I.b  igual  al  de  la 

 cepa  CC1/2b  del  serotipo  1/2b,  mientras  que  los  aislados  L101B2  y  P24  presentan 
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 un  patrón  de  banda  correspondiente  al  serogrupo  II.a  e  igual  al  de  la  cepa  de 

 referencia ATCC® 19111 del serotipo 1/2a. 

 Figura  5.  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  2  %  de  fragmentos  de  ADN  generados  por 
 PCR  multiplex.  De  izquierda  a  derecha:  MPM  (Marcador  de  peso  molecular),  Aislados 
 L100A1,  L101B2,  L200,  L201,  P20,  P24,  MPM,  control  "sin  molde"  (NTC),  blanco  de 
 extracción  (B),  cepa  de  referencia  ATCC®  19111  serotipo  1/2a,  CC1/2b,  CC1/2c,  cepa  de 
 referencia  ATCC®  13932  serotipo  4b,  control  negativo  Salmonella  ATCC®  14028  y  MPM. 
 La  ubicación  de  los  genes  correspondientes  a  los  fragmentos  amplificados  se  indica  en  el 
 centro  de  la  figura  de  acuerdo  al  tamaño  de  amplicón  esperado  y  se  indica  el  tamaño  en 
 pares de bases (pb) de algunas bandas relevantes del MPM en los bordes del gel. 

 La  serotipificación  molecular  indica  que  L100A1,  L200  y  L201  pertenecen  al 

 serogrupo  molecular  I.a  descrito  por  Doumith  et al.,  (2004)  que  contiene  los 

 serotipos  4b,  4d  y  4e,  los  aislados  L101B2  y  P24  pertenecen  al  serogrupo 

 molecular  II.a  que  contiene  los  serotipo  1/2a  y  3a  y  el  aislado  P20  pertenece  al 

 serogrupo  molecular  I.b  que  contiene  los  serotipos  1/2b,  3b  y  7.  Sin  embargo, 

 debemos  recordar  que  dentro  de  cada  serogrupo  los  serotipos  1/2a,  4b,  1/2b  y  1/2c 

 son  los  más  abundantes  entre  los  aislados  de  origen  humano  y  alimentario,  por  lo 

 que  podemos  inferir  que  L100A1,  L200  y  L201  pertenecen  al  serotipo  4b,  L101B2  y 

 P24 pertenecen al serotipo 1/2a y P20 al serotipo 1/2b  (Doumith et al., 2004)  . 

 Si  bien  el  número  de  aislamientos  analizados  en  este  estudio  es  reducido,  los 

 datos  obtenidos  concuerdan  con  lo  descrito  por  Bosilevac  et al.,  (2007)  y  Braga 

 et al.,  (2017)  quienes  reportaron  la  presencia  de  los  serotipos  1/2a,  1/2b,  1/2c  y  4b 

 en  aislados  de  carne  y  alimentos  uruguayos  respectivamente.  Ambos  trabajos 

 encontraron  que  los  serotipos  1/2b  y  4b  son  los  más  abundantes,  seguidos  de  1/2a 

 y 1/2c. 
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 3.2 Análisis del gen de virulencia  inlA 

 Los  resultados  de  la  amplificación  por  PCR  de  las  tres  regiones  del  gen  inlA  para 

 los  aislamientos  estudiados  y  cepas  de  referencia  se  muestran  en  la  Figura  6.  Se 

 obtuvieron  productos  de  PCR  de  los  tamaños  esperados,  1042  pb  para  la  región  1, 

 1043 para la región 2 y 1208 para la región 3  (Magagna  et al., 2022)  . 

 Figura  6.  Gel  de  agarosa  al  1,2  %  sembrado  con  el  producto  de 
 PCR  obtenido  tras  la  PCR  descrita  por  Magagna  et al.,  (2022)  para 
 las  regiones  1,  2  y  3.  NTC  =  control  sin  molde.  MPM  =  Marcador  de 
 peso  molecular  1kb,  se  indican  la  posición  de  las  bandas  de  1500 
 pb y 1000 pb en los bordes de cada gel. 

 Los  productos  de  PCR  para  cada  región  se  purificaron  obteniéndose  entre  27  y 

 50  ng/uL  de  ADN  por  reacción  con  una  relación  de  absorbancia  a  260  nm  sobre 

 280  nm  (A260/280)  de  entre  1,76  y  1,85.  Tras  obtener  las  seis  secuencias  de  cada 

 cepa,  se  analizaron  los  cromatogramas  obtenidos  y  se  descartaron  las  secuencias 

 de  mala  calidad.  Estas  fueron,  la  región  1  de  la  cepa  L201  y  la  región  3  de  las 
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 cepas  ATCC®  13932  y  L100A1  que  coinciden  con  extractos  de  ADN  de  baja 

 concentración y/o relación A260/280. 

 Las  secuencias  con  calidad  adecuada  se  verificaron  mediante  la  herramienta 

 BLAST  y  todas  arrojaron  un  porcentaje  de  homología  entre  99,9  y  100  %  con 

 secuencias  correspondientes  al  gen  inlA  de  Listeria  monocytogenes  .  Una  vez 

 confirmada  su  identidad  las  secuencias  se  depuraron,  alinearon  y  ensamblaron  en 

 un  único  contig  de  2400  pb  con  el  software  BioEdit  versión  7.1.1  usando  la 

 secuencia  tipo  del  gen  inl  A  como  plantilla  con  número  de  acceso  MG922918.1.  Las 

 secuencias  de  nucleótidos  ensambladas  para  cada  aislamiento  se  muestran  en  el 

 anexo  1.  Las  secuencias  obtenidas  presentaron  un  porcentaje  de  homología  de 

 entre  96  y  100  %  con  la  secuencia  tipo  MG922918.1.  Luego  de  identificar  los  ORFs 

 se  analizaron  las  secuencias  proteicas  obtenidas  en  busca  de  PMSCs.  Las 

 secuencias de aminoácidos para cada aislamiento se muestran en el anexo 2. 

 Las  secuencias  proteicas  obtenidas  presentaron  un  porcentaje  de  homología 

 entre  ellas  de  97  y  100  %.  Además,  se  observa  que  el  codón  de  inicio  de  todas  las 

 secuencias  codificantes  para  la  proteína  InlA  es  GTG,  un  codón  de  inicio  presente 

 en  procariotas  con  una  frecuencia  levemente  menor  que  el  típico  codón  AUG  y  que 

 lleva  a  variaciones  en  los  niveles  de  expresión  de  la  proteína  a  la  que  precede 

 (Belinky et al., 2017)  . 

 La  secuenciación  del  gen  inlA  reveló  que  las  cepas  L101B2,  L200,  P20,  P24,  y 

 las  de  referencia  CC1/2b,  ATCC®  13932  y  ATCC®  19111  presentan  la  secuencia 

 completa  de  la  proteína  InlA  con  800  aa  y  en  la  cepa  CC1/2c  se  encontró  una  única 

 mutación  PMSC  de  tipo  11.  Este  PMSC  se  genera  por  la  mutación  de  una  guanina 

 por  una  adenina  en  la  posición  2054  del  gen  que  provoca  el  cambio  del  aminoácido 

 triptófano  en  el  residuo  685  por  un  codón  Stop  (TAG).  La  presencia  de  esta 

 mutación genera una proteína trunca de 684 aa en lugar de 800 aa. 

 Para  el  análisis  de  la  cepa  L201  fue  necesario  ensamblar  un  fragmento  de  la 

 secuencia  tipo  con  las  secuencias  obtenidas  para  las  regiones  2  y  3,  para  poder 

 identificar  los  ORFs  de  la  secuencia  y  determinar  que  no  existen  mutaciones  de 

 tipo  PMSC  en  las  regiones  analizadas  (regiones  2  y  3).  En  el  caso  de  la  cepa 
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 L100A1  se  analizaron  solo  las  secuencias  disponibles,  es  decir,  regiones  1  y  2,  y 

 no  se  encontraron  mutaciones  sin  sentido  en  este  fragmento,  pero  no  es  posible 

 descartar  la  presencia  de  mutaciones  sin  sentido  que  se  posicionan  en  la  región 

 faltante.  Respecto  a  la  cepa  ATCC®  13932,  se  analizó  la  similitud  de  las 

 secuencias  obtenidas  con  la  secuencia  disponible  en  ATCC,  al  constatar  un  100  % 

 de  homología  se  procedió  a  realizar  el  análisis  con  la  secuencia  completa  del  gen 

 inlA  en donde no se presentan mutaciones sin sentido. 

 Nuestros  resultados  son  consistentes  con  los  reportados  por  Jacquet  et al., 

 (2004)  y  Handa-Miya  et al.,  (2007)  en  que  todas  las  cepas  de  los  serotipos  1/2b  y 

 4b  no  presentaron  ningún  codón  sin  sentido  en  la  secuencia  del  gen  inlA  .  En 

 cuanto  a  las  cepas  del  serotipo  1/2a  se  han  reportado  PMSC  en  un  17  %  (Jacquet 

 et al.,  2004)  y  3  %  (Handa-Miya  et al.,  2007)  de  las  cepas  estudiadas.,  en  el 

 presente  trabajo  las  dos  cepas  1/2a  L101B2  y  P24  no  presentaron  PMSC. 

 Finalmente  se  encontró  una  mutación  sin  sentido  en  la  cepa  1/2c,  lo  que  también 

 concuerda  con  lo  presentado  por  Jacquet  et al.,  (2004)  quien  reportó  un  100  %  de 

 internalinas  truncadas  en  los  aislados  del  serotipo  1/2c,  tanto  clínicos  como 

 alimenticios. 

 Como  se  ha  mencionado,  la  internalina  A  se  puede  utilizar  como  biomarcador 

 para  estratificar  la  virulencia  de  las  diferentes  cepas,  esto  se  debe  entre  otros 

 factores  a  que  la  expresión  de  la  InlA  de  longitud  completa  está  altamente  asociada 

 con  cepas  aisladas  de  casos  clínicos.  Los  aislados  clínicos  que  presentaron  la 

 internalina  A  completa  fueron  un  97  %  para  el  serotipo  1/2a  y  un  100  %  para  los 

 serotipos  1/2b  y  4b  (Jacquet  et al.,  2004)  .  De  esta  forma,  de  acuerdo  a  los 

 resultados  obtenidos  en  nuestro  estudio  en  donde  encontramos  que  las  cepas 

 estudiadas  poseen  el  gen  que  codifica  para  la  proteína  InlA  de  largo  completo 

 posiblemente  no  tendrían  su  potencial  patogénico  disminuido,  siendo  capaces  de 

 causar infección. 

 3.3 Evaluación de la formación de biofilms 

 Todos  los  aislamientos  estudiados  incluidas  las  cepas  de  referencia  crecieron 

 tanto  a  37  °C,  su  temperatura  óptima  de  crecimiento,  como  a  20  °C  (Figuras  7.A  y 
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 7.B),  mostrando  diferencias  significativas  (p  <  0,05)  entre  cepas  (Figuras  7.A  y  7.B). 

 Comparando  cada  cepa  según  su  condición  de  incubación  podemos  ver  que  P24, 

 P20,  CC1/2c,  ATCC®  19111  y  CC1/2b  crecen  significativamente  (  p  <  0,05)  menos  a 

 37  °C  por  24  hs  que  a  20  °C  por  48  hs,  mientras  que  L100A1,  L101B2,  L200,  L201 

 y  ATCC®  13932  no  varían  en  su  crecimiento  entre  las  dos  condiciones  (Figura  8). 

 En  esta  comparación  se  involucran  dos  factores  que  influyen  en  el  crecimiento,  ya 

 que  por  un  lado  tenemos  la  temperatura  de  crecimiento  y  por  otro  el  tiempo  de 

 incubación,  sin  embargo,  las  diferencias  encontradas  para  P24,  P20,  y  para  las 

 cepas  de  referencia  CC1/2c,  ATCC®  19111  y  CC1/2b  podrían  indicar  que  son 

 cepas mejor adaptadas a ambientes fríos. 

 Figura  7.  Gráfico  de  densidad  óptica  (abs  a  620  nm)  de  las  diferentes  cepas  tras 
 incubación  a  37  °C  por  24  horas  (A)  y  20  °C  por  48  horas  (B).  Se  representa  la 
 media  con  su  error  estándar  (n  =  3).  ABCDE  Letras  diferentes  indican  diferencia 
 significativa (p < 0,05) entre cepas para una misma condición de crecimiento. 
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 Figura  8.  Gráfico  de  densidad  óptica  (abs  a  620  nm)  de  las  diferentes  cepas 
 tras  incubación  a  37  °C  por  24  horas  y  20  °C  por  48  horas.  Se  representa  la 
 media  con  su  error  estándar  (n  =  3).  AB  Letras  diferentes  indican  diferencia 
 significativa (p < 0,05) entre condiciones de crecimiento para una misma cepa. 

 La  capacidad  de  formar  biofilm  se  determinó  de  acuerdo  a  los  valores  de  corte 

 calculados  de  acuerdo  a  lo  descrito  en  la  sección  2.3,  indicando  que  las  cepas  con 

 valores  de  absorbancia  menores  a  0,117  son  no  formadoras  de  biofilm;  entre  0,117 

 y  0,234  son  débiles  formadoras;  entre  0,234  y  0,468  son  formadoras  moderadas  y 

 mayor que 0,468 son formadoras fuertes. 

 Según  la  clasificación,  cuando  las  cepas  se  incubaron  a  37  °C  por  24  hs  se 

 observa  que  L201,  L100A1,  P24,  L200,  ATCC®  13932  y  CC1/2c  no  formaron 

 biofilms,  P20  y  ATCC®  19111  fueron  formadoras  débiles  y  L101B2  y  CC1/2b  se 

 clasificaron  como  formadoras  moderadas  de  biofilm  (Figura  9.A).  Mientras  que 

 cuando  las  cepas  se  incubaron  a  20  °C  durante  48  hs  L100A1,  P24,  ATCC®  13932, 

 CC1/2c  y  ATCC®  19111  no  formaron  biofilms,  los  aislados  L200,  L201,  P20  y 

 L101/B2  se  clasifican  como  formadoras  débiles  de  biofilms,  y  CC1/2b  como 

 formadora moderada de biofilm (Figura 9.B). 
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 , 
 Figura  9.  Gráfico  de  densidad  óptica  (abs  a  620  nm)  de  la  biomasa  de 
 biofilm  formada  tras  incubación  a  37  °C  (A)  por  24  horas  y  20  °C  por  48 
 horas  (B).  Líneas  horizontales  indican  los  valores  de  corte  para  los 
 niveles  de  formación  de  biofilm.  ABCDEF  Letras  diferentes  indican 
 diferencia  significativa  (p  <  0,05)  entre  cepas  para  una  misma  condición 
 de formación de biofilms. 
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 Figura  10.  Comparación  de  biofilm  para  las  cepas 
 formadoras  según  temperatura  de  incubación.  Se  representa 
 la  media  y  el  error  estándar  (n  =  3).  Letras  diferentes  indican 
 diferencia  significativa  (p  <  0,05)  para  una  misma  cepa  entre 
 condiciones de formación. 

 Al  comparar  cada  cepa  formadora  de  biofilm  según  la  condición  de  crecimiento 

 (figura  10)  se  observa  una  tendencia  no  significativa  (  p  >  0,05)  a  formar  menos 

 biofilm  a  20  ºC  durante  48  hs  que  a  37  °C  durante  24  hs  para  las  cepas  L101B2, 

 P20  y  CC1/2B,  y  significativa  (p  <  0,05)  para  la  cepa  ATCC®  19111.  Los  aislados 

 L201  y  L200,  ambos  serotipos  4b  presentan  niveles  de  formación  de  biofilm  bajos, 

 y  se  observa  una  tendencia  mayor  a  formar  biofilms  a  20  ºC  durante  48  hs  siendo 

 significativa  (p < 0,05)  sólo para L201. 

 Los  factores  que  más  influyen  sobre  la  formación  de  biofilms  de  Listeria 

 monocytogenes  son  la  temperatura,  el  valor  nutritivo  del  medio  de  cultivo  y  el 

 serotipo  (Kadam  et al.,  2013)  .  Los  resultados  presentados  en  la  bibliografía  no 

 siempre  son  concordantes,  Poimenidou  et al.,  (2016)  mostró  que  todas  las  cepas 

 estudiadas,  de  los  serotipos  4b,  1/2a  y  1/2c,  formaban  niveles  más  altos  de  biofilms 

 luego  de  72  hs  de  incubación  en  TSB  a  20  ºC  que  a  37  ºC.  Por  el  contrario, 

 Barbosa  et al.,  (2013)  ,  demostró  que  la  producción  de  biofilms  en  superficies  de 

 poliestireno  fue  significativamente  mayor  a  37  °C  que  a  4  °C  durante  24  horas. 

 (Kadam  et al.,  2013)  ,  reporta  que  los  serotipos  1/2b  y  1/2a  son  siempre  mejor 

 formadores  de  biofilm  que  el  serotipo  4b  en  medios  nutritivos.  Los  resultados  del 

 presente  trabajo,  si  bien  refieren  a  pocos  aislamientos,  concuerdan  parcialmente 

 con  lo  reportado,  sugiriendo  que  las  cepas  formadoras  de  biofilm  forman  más  a  37 
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 °C  que  a  20  °C,  además  que  a  37  °C  las  cepas  P20  (1/2B),  L101B2  (1/2a)  y 

 CC1/2b,  son  formadoras  débiles  y  moderadas  mientras  que  la  mayoría  de  las 

 cepas  del  serotipo  4b  son  no  formadoras.  Las  diferencias  observadas  con  los 

 distintos  reportes  pueden  deberse  en  parte  a  las  diferencias  entre  cepas  que 

 pueden ser más significativas que el factor serotipo  (Kadam et al., 2013)  . 

 3.4 Evaluación de la resistencia de biofilms 

 En  la  figura  11  se  observa  la  cantidad  de  biomasa  de  biofilm  formada  para  las 

 diferentes  cepas  formadoras  de  biofilms  a  37  ºC  por  24  hs  y  20  ºC  por  48  hs,  cada 

 una  con  su  biomasa  de  biofilm  remanente  tras  la  aplicación  de  AL  al  1  %  durante  5 

 minutos.  Se  observan  diferencias  significativas  (p  <  0,05)  para  las  cepas  L200 

 (serotipo  4b)  y  CC1/2b  únicamente  a  20  ºC  por  48  hs,  lo  que  indica  cierta 

 susceptibilidad  de  estas  cepas  al  tratamiento  con  AL.  El  biofilm  formado  a  37  ºC  por 

 24  hs  de  las  cepas  L101B2,  P20,  CC1/2b  y  ATCC®  19111  presentan  resistencia 

 contra  el  tratamiento  al  igual  que  el  formado  por  las  cepas  L101B2,  L201  y  P20  a 

 20  ºC  por  48  hs.  Sin  embargo,  se  observa  una  tendencia  del  AL  a  disminuir  la 

 biomasa  de  biofilm  adherido  a  la  superficie  de  poliestireno  que  no  llega  a  ser 

 significativa  (p > 0,05)  . 

 Figura  11  Gráfico  de  densidad  óptica  (abs  a  620  nm)  de  la  biomasa  de  biofilm 
 formada  y  su  remanente  tras  la  aplicación  de  AL  al  1  %  durante  5  minutos. 
 Se  representa  la  media  y  el  error  estándar  (n  =  3).  AB  Letras  diferentes  indican 
 diferencia  significativa  (p  <  0,05)  tras  el  tratamiento  para  una  misma  cepa  en 
 una misma condición. 
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 Esta  resistencia  puede  deberse  a  diversos  factores,  por  un  lado,  los  aislados  de 

 ambientes  frigoríficos  dado  que  ya  han  sido  expuestos  al  AL  podrían  haber 

 generado  cierta  resistencia  a  sucesivas  exposiciones  al  AL  (Koohmaraie  et al., 

 2005;  Yang  et al.,  2009)  .  Por  otro  lado,  la  eficacia  del  AL  puede  verse  disminuida 

 debido  al  efecto  protector  de  la  matriz  extracelular  propia  del  biofilm  que  dificulta  la 

 difusión  del  AL  hacia  las  células  que  lo  componen.  Adicionalmente,  el  estado 

 fisiológico  de  las  células  que  componen  el  biofilm  es  diferente  al  de  las  células 

 planctónicas,  lo  que  podría  suponer  un  mecanismo  de  resistencia  adicional  de  este 

 tipo  de  biofilms  hacia  el  AL,  similar  a  la  resistencia  informada  por  (Pan  et al.,  2006) 

 en  biofilms  de  L.  monocytogenes  a  desinfectantes  a  base  de  compuestos  de 

 amonio cuaternario y cloro  (Purkrtová et al., 2010)  . 

 Por  otro  lado,  la  acción  del  AL  depende  no  solo  de  la  forma  de  aplicación  del 

 mismo,  sino  que  también  es  cepa-dependiente.  Por  lo  que  las  diferencias 

 morfológicas  y/o  fisiológicas  entre  cepas  generan  variabilidad  en  la  sensibilidad  de 

 la  bacteria  al  desinfectante  (Bucur  et al.,  2018)  .  Si  a  esto  se  añaden  los  datos 

 reportados  por  Kadam  et al.,  (2013)  ,  en  donde  las  diferencias  en  la  capacidad  de 

 formación  de  biofilms  se  deben  a  diferencias  entre  cepas  de  L.  monocytogenes  y 

 no  solo  a  diferencias  entre  serotipos,  podrían  explicarse  las  diferencias  observadas 

 en  la  acción  del  AL  como  antimicrobiano  en  las  cepas  formadoras  de  biofilm 

 estudiadas. 
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 3.5 Resumen de resultados 

 Los  resultados  obtenidos  tras  la  caracterización  de  las  10  cepas  de  L. 

 monocytogenes  involucradas en este estudio se presentan  en la tabla 5. 

 Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos 

 Cepa   Serotipo  Linaje       Origen  PMSC  a 
 Formadora de biofilms  Resistencia del 

 biofilm al AL  37 °C 24 hs  20 °C 48 hs 

 L100A1  4b  I  Carne de vaca  No  1  No  No  - 

 L101B2  1/2a  II  Carne de vaca  No  Moderada  Débil  Resistente 

 P20  1/2b  I  Carne de pollo  No  Débil  Débil  Resistente 

 P24  1/2a  II  Carne de pollo  No  No  No  - 

 L200  4b  I  Carne de cerdo  No  No  Débil  Sensible 

 L201  4b  I  Carne de cerdo  No  2  No  Débil  Resistente 

 CC1/2b  1/2b  I  -  No  Moderada  Moderada  Sensible a 20 °C 

 CC1/2c  1/2c  II  -  tipo 11  No  No  - 

 ATCC® 
 19111  1/2a  II  Aves de corral  No  Débil  No  Resistente 

 ATCC® 
 13932  4b  I 

 Fluido espinal 
 de niño con 
 meningitis 

 No  No  No  - 

 Se  muestra  serotipificación  molecular  y  linaje  asignado,  origen  del  aislamiento,  a  presencia  de  codones 
 de  stop  prematuros  en  el  gen  de  la  proteína  internalina  A,  formación  de  biofilms  a  37  °C  por  24  hs  y  20 
 °C  por  48  hs  y  resistencia  de  los  biofilm  formados  frente  al  tratamiento  con  AL  al  1  %  durante  5 
 minutos.  1  no  se  encontraron  en  las  regiones  1  y  2  del  gen.  2  no  se  encontraron  en  las  regiones  2  y  3 
 del gen. 
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 4. Conclusiones 

 Se  logró  caracterizar  a  nivel  molecular  el  conjunto  de  seis  aislamientos 

 provenientes  de  muestras  cárnicas  de  vaca,  pollo  y  cerdo,  extraídas  de  distintos 

 establecimientos  de  Uruguay.  Se  confirma  el  género  Listeria  y  la  especie 

 monocytogenes  para  todos  los  aislados  y  se  identificaron  sus  serotipos,  siendo  los 

 aislados  de  carne  de  vaca  L100A1  y  L101B2  serotipos  4b  y  1/2a,  respectivamente, 

 los  aislados  de  carne  de  pollo  P20  y  P24,  serotipos  1/2b  y  1/2a,  respectivamente  y 

 los  aislados  de  carne  de  cerdo  L200  y  L201,  serotipos  4b  ambos.  Inicialmente 

 estaba  prevista  la  tipificación  por  PFGE  (Electroforesis  de  campos  pulsados)  de  los 

 aislamientos  que  no  se  pudo  realizar  por  fallas  en  el  equipo,  por  lo  tanto,  queda 

 pendiente  la  tipificación  a  nivel  de  cepa  que  podría  ser  realizada  en  un  futuro  ya 

 sea por PFGE o por secuenciación de genoma completo. 

 A  partir  del  análisis  de  la  secuencia  nucleotídica  del  gen  inlA,  se  identificó  la 

 presencia  de  mutación  de  codón  de  terminación  prematuro  de  tipo  11  en  el  gen  de 

 la  internalina  A  únicamente  en  la  cepa  CC1/2c  (Instituto  de  Higiene)  generando  una 

 proteína  trunca  de  684  aminoácidos.  Las  cepas  L101B2,  L200,  P20,  CC1/2b,  P24, 

 ATCC®  13932  y  ATCC®  19111  presentan  la  secuencia  completa  de  la  proteína  InlA 

 de  800  aa  y  no  se  hallaron  mutaciones  PMSC  para  las  regiones  analizadas  de  las 

 cepas  L100A1  y  L201.  La  precisión  de  este  análisis  depende  de  la  calidad  de  las 

 secuencias  de  ADN  obtenidas  y  de  la  tasa  de  error  durante  la  secuenciación.  En 

 particular  la  secuenciación  Sanger  tiene  una  tasa  de  error  de  0.001  %  (Camargo 

 et al.,  2018)  lo  que  sugiere  que  la  mutación  encontrada  es  real  y  no  un  artefacto 

 metodológico.  En  cuanto  a  la  calidad  de  las  secuencias  se  obtuvieron  algunos 

 malos  resultados  y  por  eso  hubo  fragmentos  que  no  se  pudieron  analizar.  Estas 

 secuencias  de  baja  calidad  posiblemente  se  debieron  a  que  el  ADN  enviado  a 

 secuenciar  fue  insuficiente  y/o  de  mala  calidad  provocadas  por  una  purificación 

 ineficiente de los productos de reacción de PCR  (Crossley  et al., 2020)  . 

 De  acuerdo  a  lo  presentado  por  Jacquet  et al.,  (2004);  Nightingale  et al.,  (2008); 

 Su  et al.,  (2019)  las  cepas  estudiadas  que  poseen  el  gen  que  codifica  para  la 

 proteína  InlA  de  largo  completo  posiblemente  no  tendrían  su  potencial  patogénico 

 disminuido,  siendo  capaces  de  causar  infección.  Esto  debe  evaluarse  en  ensayos 
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 de  invasión  utilizando  células  como  las  Caco-2,  línea  celular  similar  a  los 

 enterocitos  que  se  utiliza  como  modelo  de  barrera  epitelial  intestinal.  Como 

 perspectiva  a  futuro  nos  planteamos  analizar  los  niveles  de  expresión  del  gen  inlA 

 mediante  una  rt-PCR  cuantitativa  de  las  diferentes  cepas  y  evaluar  la 

 patogenicidad  de  las  diferentes  cepas  de  listeria  monocytogenes,  realizando  el 

 análisis de invasión de células Caco-2  (Pine et al.,  1991)  . 

 Se  evaluó  la  capacidad  de  formación  de  biofilms  de  las  diferentes  cepas  y  se 

 encontró  que  las  cepas  P20,  L101/B2  y  CC1/2b  de  los  serotipos  1/2a  y  1/2b  son 

 formadoras  débiles  y  moderadas  de  biofilm  en  ambas  condiciones  estudiadas  con 

 una  tendencia  no  significativa  (p  >  0,05)  a  formar  menores  biofilms  a  20  °C.  Mientras 

 que,  la  cepa  ATCC®  19111  (serotipo  1/2a)  solo  es  capaz  de  formar  biofilms  a  37  °C 

 y  los  aislados  L200  y  L201  fueron  las  únicas  del  serotipo  4b  capaces  de  formar 

 biofilms  y  solamente  a  20  °C.  Aparte  del  efecto  de  la  temperatura  sobre  la 

 formación  de  biofilm  se  observan  diferencias  entre  cepas  sin  embargo  no  se  puede 

 concluir  debido  al  bajo  número  de  cepas  usadas  en  este  estudio  si  esas  diferencias 

 se  deben  al  serotipo  o  a  diferencias  entre  cepas.  Se  observó  sensibilidad  al  AL 

 aplicado  al  1  %  durante  5  minutos  únicamente  sobre  el  biofilm  formado  a  20  °C  por 

 L200  (serotipo  4b)  y  CC1/2b,  sin  embargo,  se  observa  una  tendencia  no 

 significativa  del  tratamiento  a  disminuir  la  biomasa  de  biofilm  adherido  a  la 

 superficie  de  poliestireno.  Se  deberían  ensayar  concentraciones  de  AL  mayores  a  1 

 % y/o tiempos de exposición más prolongados. 

 Por  otra  parte,  el  método  de  estudio  utilizado  para  el  análisis  de  los  biofilms 

 presenta  un  error  intrínseco  grande  que  dificulta  la  reproducibilidad  de  los  datos. 

 Esto  se  debe  a  las  características  de  la  técnica,  por  un  lado,  implica  numerosos 

 pasos  de  manipulación  que  provocan  diferencias  entre  las  réplicas  individuales  de 

 un  mismo  inóculo.  Además,  las  condiciones  estáticas  de  los  medios  en  los  pocillos 

 de  microtitulación,  generan  gradientes  de  oxígeno  y  nutrientes,  por  lo  que 

 dependiendo  del  microambiente  en  el  pocillo  individual  se  genera  un  desarrollo 

 heterogéneo  del  biofilm  que  contribuye  a  la  variabilidad  del  método. 

 Adicionalmente,  la  utilización  de  cristal  violeta  como  método  de  tinción  agrega 

 variación  a  los  resultados,  ya  que  el  mismo  se  une  a  las  células  y  los  componentes 

 de  la  matriz  extracelular  que  conforman  el  biofilm,  pero  no  discrimina  entre  células 
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 viables  adheridas  al  biofilm  y  células  muertas  que  pudieran  haber  quedado 

 atrapadas  en  la  matriz  tras  la  aplicación  del  antimicrobiano.  Pequeñas  diferencias 

 en  estos  componentes  se  ven  amplificadas  por  la  unión  del  cristal  violeta  y 

 contribuyen a la variabilidad de los resultados  (Kragh  et al., 2019)  . 

 En  este  trabajo  fue  necesario  realizar  por  lo  menos  tres  réplicas  por  cepa  en 

 cada  placa  de  microtitulación,  la  cual  también  se  realizó  tres  veces  para  cada 

 condición  de  estudio.  Aun  así  los  errores  asociados  a  las  medidas  son  grandes  y 

 pueden  impedir  determinar  diferencias  significativas  entre  cepas  y/o  condiciones. 

 Para  mejorar  estos  resultados  se  plantea  realizar  un  mayor  número  de  réplicas  y  la 

 utilización  de  técnicas  alternativas  en  las  que  se  realice  el  recuento  de  L. 

 monocytogenes  viables en biofilms  (Kragh et al., 2019)  . 

 Adicionalmente,  para  encontrar  una  posible  relación  entre  cepas  y  su  capacidad 

 de  formar  biofilms  y  resistir  al  ácido  láctico  se  debería  ampliar  el  rango  de  estudio 

 adicionando  un  número  mayor  de  ejemplares  por  serotipo  y  a  su  vez  diseñando  un 

 tratamiento  que  genere  mejores  niveles  de  reducción  ya  sea  aumentando  el  tiempo 

 de  contacto  o  la  concentración  del  AL.  En  la  misma  línea,  como  perspectiva  a 

 futuro  se  plantea  la  evaluación  de  la  capacidad  de  formación  de  biofilms  en 

 cupones.  Estos  son  placas  de  poliestireno  de  alta  densidad  que  se  utilizan 

 ampliamente  en  la  industria  para  el  transporte  de  las  carnes  por  lo  que  están  en 

 contacto  directo  con  el  alimento  crudo.  Este  experimento  nos  permitirá  evaluar  con 

 mayor  exactitud  la  capacidad  formadora  de  biofilms  de  las  diferentes  cepas 

 circulantes en el país  (Yang et al., 2009)  . 

 En  cuanto  a  la  correlación  entre  la  presencia  de  PMSC  y  la  formación  de  biofilms 

 los  resultados  obtenidos  no  son  suficientes  para  concluir  si  la  presencia  de  la 

 proteína  trunca  puede  influir  en  la  producción  de  biofilms  más  resistentes  como 

 está  reportado  (Franciosa  et al.,  2009;  Piercey  et al.,  2016)  .  Contrariamente  a  lo 

 reportado,  en  este  estudio  la  única  cepa  CC1/2c  portadora  de  PMSC  no  es 

 formadora  de  biofilm  en  las  condiciones  ensayadas.  Para  mejorar  el  alcance  del 

 estudio  y  lograr  inferir  posibles  relaciones  entre  la  internalina  y  biofilms  será 

 necesario incluir un mayor número de aislados. 
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 6. Lista de abreviaturas 

 ETAs  - enfermedades transmitidas por alimentos 

 OMS  - Organización Mundial de la Salud 

 ARN  - Ácido ribonucleico 

 spp  - especies 

 inl  - internalina 

 LLO  - Listeriolisina O 

 PLC  - fosfolipasas C 

 PC-PLC  - fosfatidilcolina-PLC 

 PI-PLC  - fosfatidilinositol-PLC 

 DAG  - diacilglicerol 

 LIPI  - Islas de patogenicidad de  listeria 

 LRR  - repetición rica en leucina 

 aa  - aminoácidos 

 IR  - inter-repeat 

 ADN  - Ácido desoxirribonucleico 

 PMSCs  - Codones de STOP prematuros 

 pb  - pares de bases 

 EPS  - sustancias poliméricas extracelulares 

 RTE  - alimentos listos para el consumo 

 ATP  - adenosín trifosfato 

 PM  - peso molecular 

 AL  - ácido láctico 

 BHI  - Brain Heart Infusión 

 TSB-YE  - caldo tríptico de soya, suplementado con  extracto de levadura al 0,6 % 

 PCR  - reacción en cadena de la polimerasa 

 rt-PCR  - reacción en cadena de la polimerasa en tiempo  real 

 ATCC  - American Type Culture Collection 

 C  t  - ciclo umbral 

 T  m  - temperatura de disociación 

 dNTPs  - desoxirribonucleótidos trifosfato 

 CES  - secuenciación de electroforesis capilar 

 ORFs  - marco abierto de lectura 

 DO  - densidad óptica 

 A260/280  - absorbancia a 260 nm sobre 280 nm 
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 7. Anexo 

 Anexo 1. Secuencias del gen  inlA  obtenidas para las  diferentes cepas 
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 Anexo 2. Secuencias proteicas de la InlA obtenidas para las diferentes cepas 
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