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Resumen

Los alimentos “listos para el consumo” como son los embutidos, se han visto implicados
en brotes de listeriosis en el mundo. Siendo estos productos de consumo masivo entre la pobla-
cion venezolana, se plante6 determinar la incidencia de las diferentes especies del género Liste-
ria con especial atencion en Listeria monocytogenes, en embutidos comercializados en el Mer-
cado Municipal de Cumana. Se colectaron 60 muestras de jamon y 45 muestras de salchichas.
El aislamiento de las cepas se llevd a cabo segun la técnica descrita en el Bacteriological
Analytical Manual de la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA). La identificacion se reali-
z6 por API Listeria y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). De las 105 muestras anali-
zadas se aislaron 33 cepas sospechosas de ser Listeria. En el 25% de las muestras positivas de
jamon, se identificaron: L. innocua 9(15%), L. ivanovii 5(8,33%) y L. grayi 1(1,66%). En las
muestras de salchichas el 40% mostraron contaminaciéon por: L. monocytogenes 4(8,88%), L.
vanovii 2(4,44%), L. welshimeri8(17,77%) y L. innocua 4(8,88%). La PCR confirmo la identifica-
cion de las especies. Los resultados obtenidos ponen en evidencia el riesgo de consumo de em-
butidos contaminados con especies del género Listeria lo que hace indispensable un monitoreo
constante de estos alimentos, para la prevencion de posibles brotes.
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Characterization of strains of Listeria isolated in stuff
commercialized in Cumana, Sucre state, Venezuela

Abstract

The “ready to eat foods” like ham and sausages, have been implied in listeriosis outbreaks
in the world. Being these products of massive consumption among the Venezuelan population,
the main objective of this research was to determinate the incidence of Listeria sp and Listeria
monocytogenes in ham and sausages expended in the Municipal Market of Cumana. We col-
lected 60 ham samples and 45 sausages samples; the isolation of the strains was carried out
according to the technique described in the Bacteriological Analytical Manual of the FDA, and
the identification by API Listeria and PCR. Of the 105 analyzed samples, 33 suspicious strains
of being Listeria were isolated. 25% of ham positive samples were identified: L.innocua (9)(15%),
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L ivanovii 5 (8,33%) and L. grayi (1 (1,66%). 40% of sausages positive sample showed to be con-
taminated by Listeria species: L. monocytogenes (48,88%), L ivanovii 2 (4,44%), L. wesheimeri 8
(17,77%) y L. innocua 4 (8,88%). PCR confirmed the identification of the species. These results
evidence the risk of consumption of Listeria stuff contaminated and suggest the need of a con-
stant monitoring program of these foods for prevention of possible outbreaks.

Key words: sausages, ham, Listeria, PCR.

Introduccién

Listeria monocytogenes se describi6
por primera vez en 1926 y se documento por
primera vez la transmision por alimentos en
1981 en Nueva Escocia, Canada (1). Para las
personas se le ha considerado normalmente
como un germen oportunista, que aparece
fundamentalmente en mujeres embaraza-
das, en ninos o de manera ocasional cuando
las personas se encuentran en alguna situa-
cion de riesgo, es decir, inmunodeprimidos
(2).

Esta bacteria se caracteriza por ser un
contaminante ambiental ampliamente dis-
tribuido, cuyo medio primario para la trans-
mision al hombre es a través de la contami-
nacion de los alimentos en cualquier fase en
la cadena alimentaria, bien sea durante la
produccion en el campo, el procesamiento,
la distribucién o preparacion para el consu-
mo (3).

De las seis especies que conforman al
género, Listeria monocytogenes es la cau-
sante de la infecciéon conocida como listerio-
sis, una enfermedad poco frecuente pero
grave que afecta al hombre y a los animales.
Se revelé como un fenémeno de gran interés
a partir de la década del ochenta, donde se
comenzaron a apreciar diversos episodios
asociados a la alimentacion (4). Su inciden-
cia es diferente de un pais a otroy se presen-
ta tanto en forma epidémica como esporadi-
ca (5), tiene un prolongado periodo de incu-
bacién y sus manifestaciones clinicas son
muy variadas, por lo que se dificulta el diag-
nostico y se eleva la letalidad (6). Las princi-
pales formas clinico patolégicas de la liste-
riosis son: encefalitis, septicemia, meningi-

tis (fundamentalmente del feto o del recién
nacido), aborto y muerte neonatal (7, 8).

En la actualidad, L. monocytogenes se
considera como uno de los patégenos emer-
gentes mas importantes de origen alimenta-
rio, dado que resiste diversas condiciones
ambientales como pH bajo, altas concentra-
ciones de sal y, sobre todo, tiene la capaci-
dad de sobrevivir a temperaturas de refrige-
racion (2-4°C), logrando que se constituya
en una serie amenaza a la seguridad de la
industria alimentaria (5).

Los alimentos asociados mas frecuen-
temente con listeriosis humana son los pro-
ductos listos para consumir, ya que tienen
un tiempo de conservacion prolongado en
condiciones de refrigeracion y ademas se
consumen sin tratamiento listericida (9-11).

Los alimentos listos para el consumo,
tales como jamones y salchichas (12, 13),
han sido considerados como vehiculos fre-
cuentes en la transmision de L. monocytoge-
nes. Especificamente en Estados Unidos
existen informes de brotes en varios estados
relacionados con el consumo de salchichas
tipo “frankfurters” y jamones, entre otros.
En otros paises como Portugal se ha encon-
trado que cerca del 15% de los alimentos lis-
tos para el consumo estan contaminados
con L. monocytogenes (14). En Colombia se
ha determinado la incidencia de este micro-
organismo en quesos y leche no pasteuriza-
da (15), asi como en derivados carnicos lis-
tos para el consumo (16).

En Venezuela la incidencia de las dife-
rentes especies de Listeria spp y L. mo-
nocytogenes en embutidos, no ha sido re-
portada. La data refleja el estudio del creci-
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miento y caracterizacion de este microorga-
nismo a nivel de vegetales crudos y procesa-
dos, pescados, quesos, entre otros (17-19).

Como un aporte al conocimiento del ni-
vel de contaminacion con Listeria spp y L.
monocytogenes de embutidos procesados de
forma artesanal, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar la incidencia de
estos microorganismos en muestras de ja-
mones y salchichas procedentes del Merca-
do Municipal de la ciudad de Cumana, esta-
do Sucre, Venezuela.

Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

105 muestras fueron colectadas (60
muestras de jamon rebanado y 45 de salchi-
chas ofrecidas al detal). Las muestras de
250 gramos cada una, fueron obtenidas de
los diferentes puntos de venta del Mercado
Municipal de la ciudad de Cumana y trans-
portadas en cavas refrigeradas para su pos-
terior analisis.

Cepas controles de referencia

Para la realizacion de los ensayos de
aislamiento e identificacion bioquimica,
se utilizé como cepa control (Listeria spp
337) y para confirmar la especificidad del
método de PCR, se empleo la cepa (Listeria
monocytogenes 445) y (Listeria innocua
448) ambas certificadas por el Centro Vene-
zolano de Colecciones de Microorganismos
(CVCM) (20).

Aislamiento de cepas presuntivas
de Listeria spp.

Se trabajo con el método de determina-
cion de Listeria spp. del Manual Analitico
Bacteriologico de la Administracion de Dro-
gas y Alimentos (FDA) de los Estados Uni-
dos, en su edicion N° 7 (21).

Para el aislamiento se procedié a un
enriquecimiento primario de las muestras
en caldo de enriquecimiento Listeria (LEB)

con suplemento Oxford (Oxoid), a una tem-
peratura de incubacion de 30°C por 48 ho-
ras. Posterior a la incubacion, se sembraron
por duplicado alicuotas del cultivo enrique-
cido en placas conteniendo agar Oxford
(Oxoid) y Palcam (Merck) y se incubaron a
30°C por 72 horas. Una vez confirmadas las
colonias presuntivas (verde gris con halo ne-
gro o marron), se aislaron y se transfirieron
a placas que contenian agar tripticasa de
soya (Merck) con 0,6% de extracto de leva-
dura (Merck) para verificar la pureza de las
colonias que van a ser probadas en la identi-
ficacion bioquimica.

Identificaciéon bioquimica y por PCR
de las cepas aisladas

La identificacion bioquimica se inicio
con la tincion de Gram de cada una de las
cepas aisladas y, una vez corroborado la
presencia de bacilos Gram positivos cortos,
se realizo las siguientes pruebas: motilidad
en paraguas a 25°C, catalasa (peréxido de
hidrégeno al 30%), oxidasa, prueba de Vo-
ges-Proskauer, reaccion de rojo de metilo,
fermentacion de sustratos: manitol, lactosa,
xilosa, ramnosa, hidrolisis de esculina y he-
molisis en agar con 5% de sangre de cordero.
Los resultados de identificacion por pruebas
bioquimicas convencionales, fueron confir-
mados por el uso de galerias API Listeria del
sistema de identificacion automatizado ATB
Expression (Programa API PLUS) de la Bio-
Merieux.

La identificacion por PCR se realizo si-
guiendo la metodologia de Bubert y col.,
(22). Como primer paso, se procedié a ex-
traer el ADN de cada una de las cepas identi-
ficadas utilizando el kit de extraccion de
ADN genomico (Wizard® SV Genomic DNA
Purification System, Promega Corporation,
Madison, EEUU). Una vez purificado el ADN,
se procedio a realizar tres amplificaciones
por PCR. Un primer ensayo para identificar
la especie: L. monocytogenes. Un segundo
ensayo para L. innocua y un tercer ensayo
para identificar las especies restantes (L.
welshimeri, L.seeligeri L. ivanovii) con oligo-
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nucledtidos derivados de la region conserva-
da del extremo 3’ del gen iap (tabla 1), el cual
es comun en todos los miembros del género
Listeria y en ademas codifica para una pro-
teina extracelular grande (p60), que ha sido
mostrada como una mureina hidrolasa, re-
querida para la adherencia de L. monocyto-
genes en los 6rganos blancos (22).

Las reacciones de PCR se realizaron en
un volumen total de 50 pL, utilizando buffer
de Taq polimerasa (10Mm Tris HCI, pH 9,0,
50 Mm de KCly 0,1% de Triton X-100) (Invi-
trogen-Brazil), 1,5 Mm de MgCl, (Invitro-
gen-Brazil), 100 nanogramos de cada deso-
xirribonucleétido trifosfato (Invitrogen-Bra-
zil), 1,5 unidades de Taq polimerasa (Invi-
trogen-Brazil), 100 ng cada uno de los oligo-
nucleotidos (Sigma Aldrich Genosys. EEUU)
y 2 uL del ADN purificado para la reaccion.
El programa de amplificacion aplicado: 1 ci-
clo a 94°C por 5 minutos para la desnatu-
ralizacion inicial, 35 ciclos a 94°C por 5 mi-
nutos para la desnaturalizaciéon, 58°C por
30 segundos para la hibridacion de los
iniciadores, 72°C por 45 segundos para la
extension y 1 ciclo a 72°C por 10 minutos
para la extension final. Los productos am-
plificados fueron corridos por electroforesis
en gel de agarosa al 1,5% a 80 V por 50 mi-
nutos, utilizando un marcador de peso mo-
lecular de 1 kb (Promega), en buffer Tris ace-
tato-etilén diaminotetraacético (TAE) 1X.
Las bandas fueron visualizadas en un trans-
luminador ultravioleta usando coloraciéon

con bromuro de etidio a una concentracion
de 0,5 mg/mLy fotografiado con una cama-
ra digital Sony.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacién bioquimica

De 105 muestras de embutidos, 33
(34,5 %) resultaron positivas a la contami-
nacion por Listeria spp. Las pruebas de ais-
lamiento, identificacion convencional y API
listeria arrojaron que 5 de las 6 especies co-
nocidas del género Listeria, estaban presen-
tes en los productos analizados. La distribu-
cion de las 5 especies fue la siguiente: 4
(12,12 %) L. monocytogenes, 13 (39,39%) L.
innocua, 7 (21,21%) L. ivanovii, 8 (24,24%) L.
welshimeriy 1 (3,03%) L. grayi. La especie L.
seeligerino logro ser aislada en este estudio.

La distribuciéon de especies listericas de
acuerdo al producto analizado, fue la siguien-
te: de las 60 muestras de jamon, 9 fueron po-
sitivas para el aislamiento e identificacion de
L. innocua, 5 a L. ivanoviiy 1 a L. grayi. Con
respecto a las 45 muestras de salchichas, 4
fueron positivas para el aislamiento de L. mo-
nocytogenes, 2 para L. ivanovii, 8 para L.
welshimeriy 4 para L. innocua (tabla 2).

A excepcion de L. innocua, los porcen-
tajes de aislamientos de especies de Listeria
observados en este estudio son considera-
blemente altos con respecto a los reportados
por Martino y col. (8), los cuales en un estu-

Tabla 1
Secuencias de los oligonucle6tidos iniciadores en la técnica de PCR para la identificacion de Listeria sp
y Listeria monocytogenes.

Primers Secuencia (5° - 37) Combinacion Producto de PCR
de iniciadores esperado
MonoA CAAACTGCTAACACAGCTACT MonoA y Lis1B 660 bp
(L. monocytogenes)
Lis1B TTATACGCGACCGAAGCCAAC Ino2 y Lis1B (L. innocua) 870 bp
Ino2 ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC Siwi2 y Lis1B 1.2 kb
(L. ivanovii, L. seeligeri
Siwi2 TAACTGAGGTAGCGAGCGAA (L. welshimeri)
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Tabla 2
Distribucion de especies de Listeria segtn el tipo de embutido analizado.

Especie identificada

Producto Alimenticio

(n =60) Jamoén Salchichas
(n = 60) (n = 45)
L. monocytogenes 0 (0%) 4 (8,88%)
L.innocua 9 (15%) 4 (8,88%)
L. welshimeri 0 (0%) 8 (17,77%)
L. grayi 1 (1,66%) 0 (0%)
L. ivanovii 5 (8,33%) 2 (4,44%)

dio realizado en embutidos y productos
ahumados lograron aislar 10% de L. inno-
cua, 5% de L. ivanovii y solo 2% de L. mo-
nocytogenes. De igual modo se pudo obser-
var que el porcentaje de muestras positivas a
la contaminacion por Listeria spp (34,5 %),
también es relativamente alta respecto a las
muestras positivas encontradas por Mar-
zoccay col. (23) en una amplia cadena de su-
permercados de la ciudad de Bahia Blanca,
Argentina, donde lograron confirmar la con-
taminacion por L. monocytogenes y L. welshi-
merien 10% y 3,3%, respectivamente de los
fiambres enteros envasados al vacio y en 5%
de los fiambres trozados envasados al vacio.

McLaunchlin (24), Glass y col. (25), ha-
cen referencia que las carnes o productos
carnicos que sufren procedimientos de con-
servacion basados en la maduracion o el ca-
lentamiento, los resultados de aislamientos
de especies listericas suelen ser diversos.
Por ejemplo, para aquellos curados median-
te salazon, desecacion y/o adicion de sales
nitrificantes, la L. monocytogenes se detecta
en porcentajes que oscilan entre 2,7 y
72,2%, gracias a que este patogeno es capaz
de sobrevivir al proceso de fermentacion,
permaneciendo viable en estos productos
durante su almacenamiento a temperatura
de refrigeracion. Esta referencia podria ex-
plicar el hecho de que los dos productos
analizados en este estudio, solo las salchi-
chas mostraron un 12,12 % de contamina-
cion por L. monocytogenes.

Identificaciéon por PCR

Los resultados hallados por aislamien-
to e identificacion bioquimica fueron confir-
mados por el PCR a excepcion de la cepa
identificada como L. grayi, la cual no se so-
meti6 al ensayo por falta de cebadores espe-
cificos para su identificacion.

La primera combinaciéon de oligonu-
cleétidos (Tabla 1) confirmé en 4 muestras
(del total de 32) la contaminacion por L. mo-
nocytogenes, con un producto de amplifica-
cion de aproximadamente 660 bp (figura 1).
La segunda combinacion de oligonucleétidos
(Tabla 1) para la identificacion especifica de
L. innocua, revel6 productos de amplificacion
de aproximadamente 870 bp en 13 muestras
analizadas por el método convencional (figu-
ra 2). En adicion, 15 muestras mas resulta-
ron positivas por PCR para la confirmacion
de posible contaminacion por cualquiera de
las tres especies agrupadas de Listeria (L.
welshimeri- L. seeligeri- L. ivanovil) (figura 3).
Todos los productos amplificados mostraron
bandas de aproximadamente 1.2 kb.

De acuerdo a los resultados obtenidos
por el procedimiento microbiolégico y mole-
cular, se puede inferir que la presencia de
especies de Listeria en los embutidos anali-
zados y en particular la especie patégena a
humanos (L. monocytogenes) en salchichas,
sugiere la posibilidad de que el grado de pro-
cesamiento de un embutido asi como la adi-
cion de conservantes comunes como el clo-
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos amplificados con los oli-
gonucledtidos especificos para la
identificaciéon de L. monocytogenes
(MonoA y Lis1B). Pozo 1: Marcador
con talla molecular de 1 kB; Pozo 2:
(CN) Control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN molde); Pozo 3:
(CC) Control Positivo (Cepa certifica-
da de L. monocytogenes 445); Pozo 4:
Muestra 1 de salchicha; Pozo 6: Mues-
tra 5 de salchicha, Pozo 8: Muestra 6
de salchicha; Pozo 14: Muestra 24 de
salchicha.

ruro de sodio y el nitrito, la cadena de frio y
la inadecuada manipulacion posterior a la
produccion del producto, son cuatro facto-
res que influyen notoriamente en el estable-
cimiento y multiplicacion de Listeria spp. y
L. monocytogenes, por lo que a la hora de
preservar estos productos, estos factores
deben tomarse en consideracion para asi
brindarle al consumidor un producto libre
de Listeria.

ML CN CCJ13

bp’

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa con
algunos de los productos amplifica-
dos con los oligonucleétidos especifi-
cos para la identificacion de L. inno-
cua. (Ino2 y Lis1B). Pozo 1: Marcador
con talla molecular de 1 kB; Pozo 3:
(CN) Control negativo (mezcla de
reaccion sin ADN molde); Pozo 4:
(CC) Control Positivo (Cepa certifica-
da de Listeria innocua 448); Pozo 6:
Muestra 2 positiva de jamoén, Pozo 7:
Muestra 8 positiva de jamoén; Pozo 11:
Muestra 13 positiva de jamoén.

Conclusiones

Elestudio realizado sugiere que las sal-
chichas que se expenden en el Mercado Mu-
nicipal de la ciudad de Cumana, son alimen-
tos que potencialmente pueden verse invo-
lucrados en brotes de listeriosis.

La PCR confirmo¢ la presencia de espe-
cies listéricas previamente identificadas por
bioquimica convencional y por API.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa con
algunos de los productos amplifica-
dos con los oligonucleétidos especifi-
cos para la identificacién de las espe-
cies agrupadas (L. welshimeri - L. seeli-
geri - L. tvanovii) (Siwil y Lis1B). Pozo
1: Marcador con talla molecular de 1
kB; Pozo 2: (CN) Control negativo
(mezcla de reaccion sin ADN molde);
Pozo 3: (CC) Control Positivo (Cepa
certificada de L. innocua 448); Pozo 5:
Muestra 3 de salchicha; Pozo 8: Mues-
tra 5 de salchicha, Pozo 8: Muestra 6
de salchicha; Pozo 11: Muestra 8 de ja-
moén y Pozo 12: Muestra 9 de jamon.
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