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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo principal identificar por cultivos
convencionales, cromogénico y por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cepas
de Listeria monocytogenes en muestras de pepitonas y ostras comercializadas en la
ciudad de Cumana, para ello se analizaron 25 muestras de ostras (Pinctada imbricata)
y 25 de pepitonas (4rca zebra). A ambos productos se les determind el pH como
parametro de frescura segin la Comision Venezolana de Normas Industriales
COVENIN (1315-79), se emplearon dos métodos microbioldgicos de deteccién para
L. monocytogenes, un método convencional segin el Manual Analitico
Bacterioldgico de la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA), en su edicion N° 7 (1992) que involucré el uso de medios convencionales y
uno alternativo recomendado por la Organizacion Internacional de Estandarizacion
(ISO 11290-1:1997), para ello se utilizd un medio de cultivo cromogénico. A las
cepas aisladas presuntivamente, se les realizaron ensayos de PCR para detectar cepas
de Listeria sp. y los serotipos principales de L. monocytogenes. Los resultados del
parametro pH mostraron valores promedios de 6,45 para las ostras y 6,50 para las
pepitonas, valores permitidos por la norma COVENIN. Se reporta que el 12% (6) del
total de las muestras evaluadas fueron positivas para Listeria sp., de las cuales 10%
(5) fueron muestras de pepitonas y 2% (1) de ostras. Ambos métodos microbiologicos
aplicados concordaron con la identificacion bioquimica de la especie L. innocua
como Unico organismo listérico presente en dichas muestras y demostraron la
ausencia de L. monocytogenes. La identificacion por PCR confirmé la presencia de
cepas positivas de Listeria sp. y demostrd que ninguna de las muestras positivas
estaban contaminadas por serotipos de la especie patdgena L. monocytogenes. La
presencia de listerias no patégenas como L. innocua, en pepitonas y ostras expendidas
en la ciudad indican que el proceso de manipulacion de estos alimentos podria
propiciar la entrada de cepas patdgenas, lo que debe alertar a las autoridades
sanitarias a ejercer un mejor control sanitario en cuanto a la manipulacion,
conservacion del producto y de las condiciones higiénicas en los distintos sitios de
expendios de los moluscos bivalvos.
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INTRODUCCION

El género Listeria recibe su nombre en honor al cientifico britdnico Lord Joseph
Lister, pionero en el concepto de la cirugia aséptica (Bell y Kyriakides, 2000).
Inicialmente el género fue incluido dentro de la familia Corynebacteriacea, sin
embargo, en la actualidad esta ubicado taxonomicamente en la rama Clostridium-
Lactobacillus-Bacillus, de la filogenia de las bacterias Gram positivas, la cual
también incluye a los estafilococos y estreptococos (Frazier y Westhoff, 1993; Bille
et al., 2003; Prescott et al., 2004).

Este género se compone de seis especies estrechamente relacionadas: L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri y L. grayi
(Jones, 1992; Rocourt et al., 1992). Analisis filogenéticos basados en la secuencia de
los rDNAs 16S y 23S, han revelado dos lineas de descendencia del género, un grupo
relativamente distante, correspondiente a L. grayi y otro grupo formado por las
especies restantes, que a su ves se divide en dos ramas evolutivas distintas, la primera
como L. monocytogenes Y L. innocua, Y la segunda abarca L. ivanovii, L. seeligeri 'y
L. welshimeri (Vasquez et al., 2001; Paillard et al., 2003; Torres et al., 2005).

Listeria Sp. se caracteriza por ser bacilos Gram positivos cortos que miden entre 0,5-2
pum de largo por 0,2-0,5 um de grueso, no esporulados ni ramificados, que suelen
observarse en disposicion individual o formando cadenas cortas. Algunas especies
presentan de 1 a 5 flagelos peritricos que les confieren movilidad a 28°C. Todas las
especies son positivas a la reaccion de la esculina, produciendo en medios
convencionales (Oxford y Palcam) un halo negro alrededor de las colonias. Tras 24-
48 horas de incubacion en medios nutritivos sélidos (agar) las colonias listéricas, son
de un tamafio de 1 a 2,5 mm de diametro, redondas, transltcidas con apariencia de

gota de rocio, ligeramente convexas con la superficie fina y el margen entero. En



cultivos viejos, de 3 a 7 dias, las colonias son grandes (3 a 5 mm), con una zona
central mas opaca y con un aspecto aspero y rugoso (Bubert et al., 1997; Trepat,
2002; Rivera et al., 2006).

Bioquimicamente son anaerobias facultativas, catalasa positivas y oxidasa negativas.
Las reacciones VVoges-Proskauer y rojo de metilo son positivas. No hidrolizan la urea
ni la gelatina; no producen indol ni sulfuro de hidrogeno (H,S), pero si acido a partir
de la D-glucosa. La fermentacion de algunos azlcares y la capacidad hemolitica

permite diferenciar las especies de Listeria (Farber y Peterkin, 1991).

Listeria sp. y en especial L. monocytogenes tienen la capacidad de sobrevivir y
multiplicarse a bajas y altas temperaturas, aunque su temperatura optima de
crecimiento esta entre 30 a 37 °C y a 4-5°C su crecimiento es mas lento, ademas
pueden soportar un amplio rango de pH (5,0-9,0), y altas concentraciones de sal
(Brooks et al., 1989; Cole et al., 1990; Nolan et al., 1992), hechos que contribuyen a

explicar la omnipresencia de estos microorganismos en el medio ambiente.

Todas las especies de Listeria han sido aisladas del suelo, aguas residuales, lodos,
agua, tierra, ensilados, alimentos como carnes, quesos, vegetales, mariscos, pescados,
heces de animales y de personas sanas. También se han encontrado en 37 especies de
mamiferos domésticos y salvajes, asi como en aves y algunas especies de peces y
mariscos (Wiedmann et al., 1997; Joyce et al., 2002; Uhitil et al., 2004).

La especie L. monocytogenes €s un importante patégeno intracelular de transmision
alimentaria que produce en humanos y animales una infeccion denominada
“Listeriosis”. Durante muchos afios, se le habia considerado sélo patogeno de
animales; su papel significativo como patégeno humano transmitido por alimentos se
hace evidente a partir de 1980, cuando comienzan a aparecer en la literatura informes

documentados de brotes de listeriosis por consumo de alimentos contaminados



(McLauchlin, 1997a; Bell y Kyriakides, 2000). Alimentos como la leche, el queso, la
mantequilla, la carne de res, la carne de cerdo, las aves, los vegetales, los productos
del mar y particularmente los productos listos para consumo rapido han aparecido
como vehiculos en brotes esporadicos y epidemias de listeriosis (Kells y Gilmour,
2004). Por lo que, los estandares microbiologicos de la FDA (2001) han establecido
un nivel cero tolerancia para L. monocytogenes en muestras de alimentos (0 UFC/g de

alimento).

Se han identificado 13 serotipos de L. monocytogenes basados en los antigenos
somatico (O) y flagelar (H) (Torres et al., 2005). Segun datos epidemioldgicos de
diversos paises, al menos el 95% de las cepas de L. monocytogenes aisladas de
alimentos y pacientes asociados a brotes son de los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c, y 4b;
no obstante, todos los serotipos son potencialmente capaces de causar infeccion en los
humanos (Southwick y Purich, 1996; Chasseignaux et al., 2001; Doumith et al.,
2004). El serotipo 4b es el responsable de grandes brotes epidémicos informados en
el mundo, asi como del 90 al 95% de los casos esporadicos (Callejo et al., 2008), pero
las cepas de grupo antigénico 1/2 (1/2a, 1/2b y 1/2c) predominan en los aislamientos
a partir de alimentos (Rocourt et al., 2000). Sin embargo, los serotipos 3a, 3b, 3c, 4a,
4c, 4e, 4d y 7 son muy infrecuentes en alimentos y rara vez estan asociados a

infeccion humana (Callejo et al., 2008).

Las manifestaciones clinicas de la listeriosis ocurren solo cuando la infeccion se ha
diseminado en todo el organismo; en brotes producidos por la ingesta de alimentos
contaminados sobrevienen sintomas gripales, gastrointestinales como nauseas, dolor
abdominal, diarrea y fiebre, (infeccién no invasora). Otras manifestaciones son
septicemia, meningitis 0 meningoencefalitis, encefalitis, e infecciones intrauterinas o
cervicales en las mujeres embarazadas (infeccién invasora), que pueden dar lugar al
aborto espontaneo en el primer trimestre o provocar la muerte del feto al momento
del parto (Ornaque et al., 1997; Ryan et al., 2004).



La listeriosis invasiva es una enfermedad grave asociada principalmente a un grupo
especifico de personas. Siendo las poblaciones mas susceptibles a contraer
infecciones una tasa de mortalidad alta son los nifios recién nacidos, ancianos,
individuos inmunodeprimidos y mujeres embarazadas (Vasquez-Boland et al., 2001,
Huang et al., 2006). Mientras que las infecciones no invasivas pueden ocurrir
bastante leve en personas sanas (Crum, 2002). Muchos investigadores sefialan que de
1.000 personas que se infectan al afio una cuarta parte fallece a causa de ésta
(Consessotto et al., 1997; Felsdine et al., 1997; Espinoza et al., 2004).

La deteccion e identificacion rapida de L. monocytogenes y otras especies de Listeria
en muestras de alimentos es a menudo dificil debido a la baja incidencia y al gran
numero de organismos competidores (Gasanov et al., 2005; Hegde et al., 2007), por
lo que se han desarrollado métodos convencionales para su deteccion, que implican
tres protocolos: enriquecimientos selectivos, aislamientos en medios selectivos e
identificacion y confirmacion bioquimica. El éxito de estos protocolos va a depender
de: el nimero y el estado de los microorganismos en la muestra estudiada, la
selectividad del medio (un equilibrio entre la inhibicion de los competidores y la
inhibicién del organismo de interés) y las condiciones de incubacion (tiempo,

temperatura, presencia de oxigeno) (Beumer y Hazeleger, 2003).

Los medios convencionales (Palcam y Oxford) permiten la deteccion de organismos
listéricos sobre la base de la hidrolisis de esculina, mediante la formacion de colonias
de color verde-grisdceo con halos color marrdn-negro alrededor de las colonias,
consecuencia de la produccion de sulfuro de hidrogeno (H,S). Los iones férricos que
se le afiaden al medio de cultivo reaccionan con la esculina y forman esculetina (6,7-
dihydroxycoumarin), lo que permite que se detecte la reaccion por medio del
oscurecimiento del medio y los alrededores de la colonia, independientemente de si
éstas son, en efecto de L. monocytogenes 0 de cualquier otra Listeria (Reissbrodt,
2004; Hegde et al., 2007).



Aunque estos medios han sido encontrados eficientes para el aislamiento de cepas de
Listeria a partir de productos alimenticios con células listéricas dafiadas y con una
rica microflora competitiva, éllos no permiten distinguir entre una colonia

caracteristica de Listeria y una colonia de L. monocytogenes (Scotter et al., 2001).

Ante la necesidad de un medio de aislamiento capaz de diferenciar claramente
colonias de L. monocytogenes de las otras colonias de Listeria y, particularmente de
la L. innocua, surgen medios de cultivos alternativos denominados cromogenicos,
como el medio ALOA (Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti) (Carles et al., 1997,
Vlaemynck et al., 2000; Smith et al., 2001). Estos medios de cultivos tienen su
principio en que contienen sustratos cromogénicos especificos que detectan la

actividad fosfolipasa de las especies patdgenas L. monocytogenes Y L. ivanovii.

El Agar Listeria Brilliance (Oxoid) es una modificacién de la formula descrita por
Ottaviani y Agosti (Agar ALOA) este medio que contiene un X-glucosido,
cromdgeno que se escinde por la enzima g-glucosidasa, comdn de todas las especies
de Listeria, dando lugar a colonias de color azul-verde. La especies patogenas L.
monocytogenes Y L. ivanovii son diferenciadas por su capacidad de producir la
enzima fosfolipasa C (factor de virulencia), denominada lecitinasa. Esta enzima
hidroliza la lecitina presente en el medio, produciendo un halo blanco opaco
alrededor de la colonia azul-verde e identificindose como L. monocytogenes la
mayoria de las veces, puesto que L. ivanovii €S encontrada raramente en muestras de

alimentos.

En los dltimos afios, el extraordinario auge de la biologia molecular ha conducido al
desarrollo de técnicas que permiten la identificacion rdpida de microorganismos
especificos a partir de muestras de alimentos. Entre estas técnicas, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta efectiva, muy sensible, rapida y
con un enorme potencial (Aymerich et al., 2003). La PCR es un método “in vitro” de



sintesis de acidos nucleicos por el cual un segmento en particular de ADN del
organismo de interés es especificamente replicado, marcado por un par de cebadores
o primers que indican el comienzo de la secuencia a replicar, la cual se somete a
repetidos ciclos de desnaturalizacidn, alineacion y extension con la enzima Tag ADN
Polimerasa, obteniéndose asi multiples copias de la secuencia escogida del ADN
(Bubert et al., 1999). Esta técnica permite un rapido diagndstico, mediante el cual es
posible obtener al mismo tiempo, la identificacion de diferentes caracteristicas
genotipicas, como por ejemplo género y especie (Norton y Batt, 1999; O Connor et
al., 2000).

La PCR ademés de su utilidad en la identificacion de patégenos como L.
monocytogenes en alimentos, ha sido utilizada por varios investigadores para la
identificacion de los principales serotipos de esa especie (1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b) y
todos han demostrado que el método resulta una alternativa que ahorra tiempo,
abarata costos y es rapido y confiable en comparacién a la clasica y laboriosa
serotipificacion (Doumith et al., 2004; Cheny Stephen, 2007).

Las especies del género Listeria no parecen ser causa de infecciones en los alimentos
de origen marino y, no tienen en éstos a un reservorio natural. Sin embargo, se ha
seflalado que se encuentran en sedimentos de rios y en las aguas tanto dulces como
marinas, por lo que pueden hallarse en estos alimentos como un contaminante
proveniente del medio acuatico (Ben Embarek, 1994). De hecho, éste organismo se
ha aislado a partir de pescados y productos pesqueros procedentes de diferentes partes
del mundo. Algunos autores como Morillo et al. (2007) aislaron L. monocytogenes en
el 0,72% de 275 muestras de cangrejo fresco. El Marrakchi et al. (2005) hallaron una
incidencia de 6,5% para Listeria sp. y 1,5% para L. monocytogenes en un total de 479
muestras marinas (agua de mar, sedimentos y mejillones). En Venezuela, Martinez y
Villalobos (2004) pudieron aislar e identificar Listeria sp. (21,21%) y L.

monocytogenes (9,09%) de muestras frescas de atin aleta amarilla.



Estudios realizados sobre la incidencia de L. monocytogenes en organismos marinos
en Venezuela son pocos y sélo se han enfocado hacia el estudio del crecimiento e
identificacion del microorganismo a nivel de pescados frescos y salados, quesos,
embutidos, y en vegetales minimamente procesados (Martinez y Villalobos, 2004;
Villalobos y Martinez, 2007; Garcia et al., 2009; Curtis et al., 2002). Los moluscos
bivalvos representan en la economia informal de Cumana un rubro importante de
explotacion por su consumo, tanto por los habitantes de la ciudad como por turistas.
El consumo de este tipo de alimento puede ser riesgoso Sino se siguen estrictas
normas de higiene y comercializacion, aunado el caracter particular de ser
organismos filtradores, que pueden acumular en su interior distintos tipos de
patdgenos vehiculizados en el agua donde se cosechan (Villalobos y Elguezabal,
2001). Dada la ubicuidad de Listeria y la importancia de la circulaciéon de sus
especies patogenas en alimentos, se planted determinar la presencia de L.
monocytogenes €n ostras y pepitonas comercializadas en Cumana, empleando para
ello la deteccién e identificacion por medios convencionales, cromogénico y prueba
molecular (PCR).



METODOLOGIA

Recoleccién De Las Muestras

Se colectd un total de 50 muestras (25 muestras de pepitonas (4rca zebra) y 25 de
ostras (Pinctada imbricata) de 250 g cada una, que fueron obtenidas de diferentes
puntos de venta de la ciudad de Cumana. Estas fueron colocadas por separado en
bolsas plasticas previamente etiquetadas e identificadas y trasladadas en cavas con
hielo, hasta el Laboratorio de Bacteriologia del Postgrado en Biologia Aplicada, de la

Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre.

Determinacion De pH

El grado de frescura de los moluscos bivalvos se evalio mediante la determinacién
del pH, utilizando el método propuesto por la Comisién Venezolana de Normas
Industriales (COVENIN 1315-79), el cual consistio en la homogenizacion de 10 g de
muestras (ostras y pepitonas por separado) en 90 mL de agua destilada.
Posteriormente, se filtrd y se leyo el valor del pH del filtrado en un pH-metro digital
marca IMC modelo 41150.

Aislamiento Convencional De Listeria sp.
Para el aislamiento de Listeria sp. se trabajé segin el Manual Analitico
Bacteriolégico de la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos

(FDA), en su edicion N° 7 (1992), el cual consistid en tres etapas:

1. Enriquecimiento: se tomd 25 g de cada muestra de molusco y se colocé por
separado en fiolas que contenian 225 mL de caldo de enriquecimiento para Listeria



(LEB) (FDA, 1992), y los antibidticos acriflavina, cefotetan, fosfomicina, sulfato de
colistina y anfotericina (suplemento Oxford - Oxoid); componentes selectivos que
permiten inhibir la flora bacteriana acompafante que pudiera desarrollarse en el
medio de cultivo. Se agit6 rapidamente y luego se incubé a 30°C por un periodo de 24

horas.

2. Aislamiento: una vez finalizado el periodo de incubacion, se sembr6 por separado
con asas de inoculacion alicuotas (0,01 mL) de los cultivos enriquecidos, en la
superficie de dos series de placas de Petri, las cuales contenian 14 ml de los medios
selectivos agar Oxford (Oxoid) y Palcam (Merck). Luego se incubaron a 30°C por 24
y 48 horas. Transcurrido ese periodo, se procedié a examinar las placas respectivas
para aislar las colonias caracteristicas del género Listeria. En el medio Oxford,
después de las 48 horas, se formaron colonias marrones a negras de aproximadamente
2-3 mm de didmetro, rodeadas de un halo negro. En el medio Palcam se aislaron
colonias de aproximadamente 2 mm de didmetro, de color verde grisdceo, con centro
hundido y halo negro alrededor. Una vez confirmadas las colonias presuntivas, se
transfirieron 5 colonias tipicas de los medios de cultivos a caldos de tripticasa de soya
con 0,6% de extracto de levadura (Merck) e incubadas a 30°C por 24 horas y se
verificd su pureza en agar tripticasa de soya con 0,6% de extracto de levadura

incubadas igualmente a 30°C por 24 horas.

3. ldentificacion: previamente se tomaron colonias puras de las placas con agar
tripticasa de soya con 0,6% de extracto de levadura, a las cuales se les realizo frotis y
tincion de Gram (TG), donde se corroboré la presencia de bacilos cortos Gram
positivos, y se procedié a la identificacion del género Listeria, con base en las

siguientes pruebas:

a. Prueba de motilidad (MOT) en paraguas a 28°C, en medio comercial
Motility test (HiMedia)



b. Prueba enzimatica como la catalasa (CAT) (perdxido de hidrogeno al
30%)

c. Prueba de hemolisis (HEM) en agar sangre de cordero, donde se
establecié la naturaleza y magnitud de la reaccion hemolitica,
caracteristica que ayudo a diferenciar las especies

d. Prueba de Vogues-Proskauer (VP)

e. Reaccion de rojo de metilo (RM)

f. Reduccion de los azucares: manitol (MAN), xilosa (XIL) y ramnosa
(RAM)

Se utilizaron cepas certificadas del Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM) como cepas Control, para Listeria sp. CVCM 337 y para
L. monocytogenes CVCM 446.

Aislamiento En Medio Cromogénico De Listeria monocytogenes

Se empled un método alternativo propuesto por las Normas de la Organizacion
Internacional de Estandarizacion (ISO 11290 - 1: 1997) especifico para aislar e
identificar cepas de la especie patégena L. monocytogenes mediante la utilizacion de

un medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance™" (Oxoid).

Se tom6 25 g de cada muestra de ostra y pepitona, se colocaron por separado en
fiolas que contenian 225 mL del ONE Broth Listeria més suplemento de antibi6ticos
(Oxoid) y fueron incubadas a 30°C por 24 horas. Transcurrido ese periodo se tomo
con el asa de inoculacion un volumen de 0,01 ml y se sembré sobre la superficie de
placas de Petri que contenian 14 mL de Agar Listeria Brillance més suplemento de
antibidticos (Oxoid). Se incubaron a 37°C por 24 horas. Finalizado el periodo de
incubacion, se procedio a confirmar la presencia de las colonias presuntivas de

Listeria sp. (colonias de color azul verdosas) y L. monocytogenes (colonias azul
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verdosas con halo blanco opaco alrededor). A las colonias aisladas igualmente se les
realizaron las pruebas bioquimicas de identificacion del género Listeria segun la FDA
(1992).

Todas las cepas aisladas mediante los dos méetodos fueron guardadas a temperatura de
4°C en agar conservacion por 24 horas para posteriormente realizar la extraccion del

ADN gendmico.

Extraccién De ADN gendmico

Previamente cada una de las cepas guardadas en agar conservacion fueron
reconstituidas en caldo de tripticasa de soya con 0,6% de extracto de levadura e
incubadas a 30°C por 24 horas, posteriormente se realizaron siembras de los cultivos
en placas de agar tripticasa de soya con 0,6% de extracto de levadura e incubadas a
30°C por 24 horas, finalizada la incubacion se tomaron colonias de cada cepa, a las
cuales se les realizaron frotis y tincion de Gram, procedimiento realizado para

verificar la pureza y viabilidad de las cepas.

Ya comprobado la pureza y viabilidad de las cepas, se transfirieron 5 colonias puras
de cada una de las placas de agar tripticasa de soya con 0,6% de extracto de levadura,
y se suspendieron por separado en tubos eppendorfs conteniendo 1,5 ml de caldo de
enriquecimiento para Listeria (LEB). La extraccion y purificacion de ADN gendémico
de cada una de las cepas aisladas se realizd por medio del kit de extraccion de ADN
genémico Wizard-Promega (Madison, Wisconsin), siguiendo las especificaciones del

fabricante, las cuales se sefialan a continuacion.
Inicialmente la solucion (tubos eppendorfs con 1,5 pL del caldo cultivado) fue llevada

a centrifugacién a 5.000 rpm por 5 min, se elimind ese primer sobrenadante y se
afiadio luego 600 pl de la solucion lisante en el tubo con la resuspension de células
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(precipitado), la cual se mezclé bien sin agitar, invirtiendo el tubo.

Posteriormente se incubd a 80°C por 5 min y se enfrid a temperatura ambiente, y se
afiadié 3 pl de solucion de Rnasa. Nuevamente fue mezclado por inversion 5 a 6
veces e incubado a 37°C por 30 min, se dejo enfriar la muestra y se afiadio 200 ul de
solucion precipitante de proteinas. Luego se mezclo e incubd por 10 min a 65°C. La
resuspension se mezclo bien con vortex por 20 s, se incubo en hielo por 5 min y fue
sometida a otra centrifugacion a 14.000 rpm por 5 min a 4°C. Logrados los pasos
anteriores, el sobrenadante fue transferido a un tubo limpio donde se mezclo
lentamente con 600 pl de isopropanol. Luego se sometid a una nueva centrifugacion a
14.000 rpm por 25 min a 4°C y el precipitado se lavo con 400 ul de etanol al 70% y
se centrifugd nuevamente a 14.000 rpm por 5 min. Por ultimo, se dejo secar a 37°C,
sin exceder en el secado, y se resuspendié en 100 pl de solucién rehidratante e
incubado a temperatura ambiente por 24 horas. EI ADN fue guardado a -20°C para

posteriormente realizar los ensayos de PCR.

Ensayos De PCR

La identificacion de Listeria sp. y L. monocytogenes se realizo a través de la prueba
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo la metodologia de Doumith
et al. (2004).

Se procedi6 a realizar un primer ensayo de PCR con un par de primers prs, que
reconoce una secuencia sefial que codifica para una proteina que participa en el
metabolismo de todas las listerias (fosforibosil pirofosfato sintasa), utilizado para
identificar la presencia del género Listeria (tabla 1). Y luego se realizé un segundo
ensayo de PCR para identificar los serotipos mads comunes de L. monocytogenes,

mediante la utilizacién de 4 pares de primers (tabla 2), que amplifican secuencias
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especificas de los serotipos principales de L. monocytogenes (1/12a, 1/12b, 1/2c y 4b)
(Doumith et al., 2004).

Tabla 1. Secuencia de primers utilizado para identificar la presencia del género

Listeria
) ) ) . Tamanio de la banda
Primer Secuencia del primer (5°-3")
esperada
For - CTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
Prs 370 bp

Rev - AAAGAAACCTTGGATTTGCGG

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados para la identificacion de los serotipos mas
comunes de L. monocytogenes

Primer

Secuencia del primer (5°-3")

Tamario de la

banda esperada

Serotipos

identificados

Imo0737

Imoll18

ORF2819

ORF2110

For - GGCTTCAAGGACTTACCC
Rev - GATTTCTGCTTGCCATTC

For - GGGTCTTAAATCCTGGAA
Rev - GCTTGTTCGGCATACTTA

For - CAAAATGCCAAAACTCGT
Rev - CACTAAAGCCTCCCATTG

For - GGACAATTGATTGGTGAA
Rev - TCCATCCCTTACTTTGAC

691 bp

906 bp

471 bp

597 bp

L. monocytogenes
Serovares
1/2a, 1/2¢, 3ay 3c
L. monocytogenes
Sserovares
1/2cy 3c
L. monocytogenes
serovares
1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e
L. monocytogenes
serovares
4b, 4dy 4e

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 50 puL (mezcla de

reaccion), que contenian un buffer de Tag polimerasa (50 mM Tris HCI, pH 8,3, 10
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mM de KCI, 50 mM (NH4),SO4), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotido trifosfato, 2 unidades de Tag polimerasa (Promega), 2 pL del

ADN purificado para la reaccion y 0,2 uM de primers de oligonucleotidos (cada uno).

El programa de amplificacion fue el siguiente: 1 ciclo inicial a 94°C por 3 minutos,
35 ciclos a 94°C por 40 segundos, 53°C por 1,15 minutos, 72°C por 1,15 minutos y 1
ciclo a 72°C por 7 minutos para la extension final. Los productos amplificados por
PCR fueron corridos por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiido con bromuro
de etidio, en buffer TAE 1X a 80 voltios por 1 hora. Las bandas fueron visualizadas

en un fotodocumentador Bio-Rad (modelo Universal II).
Cada ensayo de PCR fue realizado utilizando las cepas certificadas Listeria Sp.

CVCM 337y L. monocytogenes CVCM 446, como controles positivos y negativos

para certificar la validez del proceso.
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RESULTADOS

Valores De pH De Los Moluscos Bivalvos

Los valores promedios del pH de las muestras de ostras y pepitonas comercializadas
en la ciudad de Cumana, pueden observarse en la figura 1. Las muestras de los

moluscos bivalvos, mantuvieron un promedio de pH cercano a 6,5.
6,51 -
6,50 -
6,49 -
6,48 -
6,47

pH
6,46 -
6,45

6,44 -

6,43

6,42

Ostra Pepitona

Figura 1. Valores promedios del pH de las muestras de moluscos bivalvos
comercializados en la ciudad de Cumana

La determinacion de este parametro revelé resultados dentro de los limites
establecidos por la norma COVENIN 1315-79, la cual establece un rango de pH entre
6,0-6,7 para carnes de organismos marinos frescos.
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Aislamiento de Listeria sp. y Listeria monocytogenes en moluscos bivalvos

De un total de 50 muestras de moluscos bivalvos analizados se obtuvieron 6 muestras
presuntivamente contaminadas con Listeria, correspondiendo a un 12%, de las cuales
resultaron positivas con aislamiento de colonias caracteristicas del género Listeria el

10% de las muestras de pepitonas y el 2% de las muestras de ostras (figura 2).

Ostra 2%

Pepitona 10%

Figura 2. Porcentaje de aislamiento de colonias caracteristicas del género Listeria en
moluscos bivalvos (ostras y pepitonas) comercializados en la ciudad de Cumané

La deteccion de listerias a través de los medios de cultivos convencionales mostrd
diferencias en cuanto a la recuperacion de colonias tipicas del género Listeria con
respecto a las muestras analizadas. Los medios de cultivo Oxford y Palcam
permitieron el aislamiento de colonias con caracteristicas fenotipicas del género
Listeria solamente a partir de las muestras de pepitonas (cinco muestras de
pepitonas). Sin embargo, las muestras de ostras en éstos medios no arrojaron ningun
crecimiento microbiano caracteristico. Al respecto, es importante mencionar el
abundante crecimiento de colonias con caracteristicas similares a las de los géneros
Staphylococcus spp. Y Lactobacillus spp observados en las placas de medios de

cultivos Oxford y Palcam a partir de las muestras de ostras (figura 3).
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Las colonias presuntivas del género Listeria aisladas a partir de las muestras de
pepitonas presentaron las siguientes caracteristicas en las placas con los medios
convencionales utilizados: elevacion convexa, forma circular, borde entero, superficie
lisa, estructura uniforme, 2 - 3 mm de diametro, color verde grisaceo (medio Palcam),
color marrén (medio Oxford) con halo negro alrededor y con ausencia y presencia de

centro negro hundido (figura 4).

Figura 3. Crecimiento de colonias con caracteristicas del género Staphylococcus Spp.
(A) y Lactobacillus spp. (B) en medios convencionales a partir de las muestras de

ostras

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas tipicas de las colonias del género Listeria
aisladas en medios convencionales: Palcam (A) y Oxford (B) a partir de muestras de
pepitonas

17



Las cepas de Listeria aisladas mediante los medios convencionales utilizados
mostraron caracteristicas bioquimicas comunes al género, sin embargo, diferencias en
la fermentacion de los azucares (manitol, ramnosa, xilosa) y la prueba de hemolisis en
agar sangre de cordero al 5%, permitieron identificar la presencia presuntiva de la
especie no patégena L. innocua en muestras de pepitonas e indicando la ausencia

presuntiva de la especie patdgena L. monocytogenes (tabla 3).

Por otra parte, la utilizacion del medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance”
demostrd la ausencia de la especie patdgena L. monocytogenes en las muestras de
moluscos bivalvos analizadas, puesto que no se observé crecimiento de colonias azul
verdosas rodeadas por halos blancos opacos. Sin embargo, si hubo el crecimiento de
colonias pequefias de aproximadamente 1-2 mm de diametro, de coloracion azul
verdosas, con ausencia de halos blancos opacos (figura 5) a partir de cinco muestras
de pepitonas y en una muestra de ostra, indicando la presencia presuntiva de especies

no patogenas de Listeria.

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de colonias de Listeria sp. no patdgenas en
medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance”

Los aislamientos realizados mediante el medio cromogénico coincidieron con los
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aislamientos efectuados a través de los medios Palcam y Oxford para las muestras de
pepitonas y un unico aislamiento presuntivo en muestras de ostras. Todas las cepas de
Listeria aisladas mostraron igualmente caracteristicas bioquimicas tipicas del género,
e indicaron igualmente la presencia presuntiva de L. innocua debido a su
caracteristica no hemolitica que la diferencia de las especies patdégenas (hemoliticas)

y la fermentacién de los azucares utilizados (tabla 3).

En este estudio se evidencié falsos positivos para L. monocytogenes mediante el uso
del medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance” a partir de algunas muestras de
ostras. A través de este medio de cultivo se obtuvieron crecimientos de cepas
sospechosas de L. monocytogenes, €s decir, colonias azul verdosas rodeadas por halo
blanco opaco (caracteristicas descritas por el fabricante del medio) (figura 6), que al
realizarle la tincion de Gram se pudo observar que esas colonias sospechosas del
patdgeno no mostraban la morfologia caracteristica de ésta especie, como es su forma
bacilar corta Gram positiva; en su lugar, se observaron bacilos largos Gram positivos
(figura 7), presumiblemente debido a la presencia de floras acompafantes Gram

positivas presentes en las muestras de ostras.

Figura 6. Crecimientos de cepas sospechosas de L. monocytogenes (colonias azul
verdosas rodeadas por halo blanco opaco) en el medio cromogénico a partir de
muestras de ostras
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Figura 7. Bacilos largos Gram positivos no comunes de L. monocytogenes

Tabla 3. Pruebas bioquimicas diferenciales realizadas para la identificacion de cepas
de Listeria sp. aisladas en pepitonas (P) y ostra (O)

Cepa TG CAT MOT RM VP MAN RAM XIL HEM

P-03 B(+) + + + + - + - -
P-10 B(+) + + + + - + - -
P-13 B(+) + + + + - + - -
p-17 B(+) + + + + - + - -
pP-23 B(+) + + + + - + - -
0-23 B(+) + + + + - + - -

TG: Tincién Gram, CAT: Catalasa, MOT: Motilidad, RM: Rojo de Metilo, VP: Vogues Proskauer,
MAN: Manitol, RAM: Ramnosa, XIL: Xilosa, B(+): Bacilo gram positivo

El desempefio de los tres medios de aislamiento para L. monocytogenes en términos
de tipo de muestra (pepitonas y ostras) no fue investigado debido al bajo nimero de

muestras positivas para Listeria sp. y la ausencia presuntiva de L. monocytogenes.
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Deteccion de Listeria Sp. y L. monocytogenes mediante ensayos de reacciones en

cadena de la polimerasa (PCR)

A todas las cepas aisladas e identificadas por ambos métodos (5 cepas aisladas por
medios convencionales (5 de pepitonas) y 6 cepas aisladas por el medio cromogénico
(5 de pepitonas y 1 de ostra) se les aplicaron ensayos de PCR para la identificacion
molecular de Listeria sp. y de los serovares de L. monocytogenes. La especificidad
del método PCR fue confirmada utilizando cepas certificadas (Listeria sp. CVCM
337y L. monocytogenes CVCM 446).

El primer ensayo de PCR reveld la especificidad del par de primers prs, el cual fue
utilizado en este estudio para identificar la presencia del género Listeria (Doumith et
al., 2004). Las corridas electroforéticas de los productos amplificados mostraron seis
bandas de aproximadamente 370 bp (figura 8), confirmando que las 6 cepas aisladas
pertenecian al género Listeria (5 procedentes de pepitonas y 1 de ostra) y
corroborando los resultados obtenidos a través de los métodos microbioldgicos.

Un segundo ensayo de PCR fue realizado para identificar los 4 serotipos principales
de L. monocytogenes con primers especificos de los serotipos de este patdgeno
(Imo0737, Imolll8, ORF2819 y ORF2110) (Doumith et al., 2004). La corrida
electroforética revel6 que los primers usados para la identificacion de los principales
serotipos de L. monocytogenes, no produjeron ningun producto de PCR (figura 9).
Esta ausencia de fragmentos amplificados indicaron que las 6 muestras positivas a la
identificacion de Listeria sp., no presentaban contaminacién por ninguno de los

serotipos mas comunes de la especie patdgena L. monocytogenes.
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bp
370

Figura 8. Productos de PCR especificos de Listeria sp. con primers prs. Pozos: 1-
marcador de peso molecular; 2- control positivo; 3- control negativo; 4 al 9-
muestras positivas para Listeria sp.

12 345 6 7 8 9 10 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23

Figura 9. Corrida electroforética para la identificacion de los serotipos de Listeria
monocytogenes con los primers Imo0737, Imo1118, ORF2819 y ORF2110. Pozos: 1
y 23- marcador de peso molecular; 2 al 22- muestras negativas para serotipos de L.
monocytogenes con ausencia de productos de amplificacion
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DISCUSION

El pH es un parametro indicador de la calidad de un producto, por lo tanto es de suma
importancia, no sélo desde el punto de vista de su estabilidad, sino también porque su
valor esta relacionado generalmente con otros atributos que determinan la
aceptabilidad del mismo como el sabor, el color, la consistencia y textura, entre otros
(Cabello et al., 2004).

Los resultados obtenidos en la determinacion del pH como parametro de frescura en
las muestras analizadas, mostraron que los moluscos bivalvos (ostras y pepitonas)
comercializados en la ciudad de Cumana estaban frescos para el momento de su
evaluacion, presentando valores de pH permitidos por la norma COVENIN (1979)
para carnes de organismos marinos frescos. Cabello et al., 2004 reportaron valores de
pH similares a los obtenidos en la presente investigacion, para moluscos bivalvos
Pinctada imbricada un pH igual a 6,55 y para Arca zebra 6,45; valores que

recomendaron como referencia para su inspeccion.

Los moluscos bivalvos sufren usualmente una alteracion de tipo fermentativo a causa
de los carbohidratos, que son desdoblados en condiciones anaerobicas para formar
principalmente acido lactico y alcohol (Jay, 1971). A medida que los moluscos
permanecen en almacenamiento su pH tiende a disminuir como una consecuencia de
la degradacion que experimenta, esto contrasta con los peces y crustaceos en los que
aumenta (Cabello et al., 2004).

Los valores de pH reportados en las muestras analizadas (valores promedios de pH:
6,45 en ostras y 6,50 en pepitonas) demostraron que pH préximos a la neutralidad
favorecieron probablemente el desarrollo de Listeria y especificamente de L. innocua

en las productos marinos. Se ha establecido que el crecimiento de las listerias esta
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favorecido en condiciones ligeramente alcalinas o de neutralidad. La Comision
Internacional en Especificaciones Microbiologicas para los Alimentos (ICMSF,
1996), especifica intervalos éptimos de pH entre 6 y 9 para el crecimiento de estos

microorganismos.

Autores como Trepat et al. (2002) destaca que la inhibicion de L. monocytogenes en
muestras de alimentos va a depender de factores como la temperatura, la actividad de
agua y el pH, factores que podrian influir en el desarrollo de floras acompafantes
competitivas, que producen metabolitos tdxicos o inhibidores del patégeno, y que

posiblemente provocan una disminucién acentuada de las concentraciones de éste.

Listeria sp. ha sido aislada a partir de pescados y productos pesqueros procedentes de
diferentes partes del mundo (Jallewar et al., 2007). Aislamientos frecuentes a partir
de muestras marinas (Rorvik y Yndestad, 1991; Weagant et al., 1989) y la
demostracion del potencial de proliferacion en pescados y mariscos (Ben Embarek,
1994), son pruebas de que los alimentos marinos pueden ser importantes en la

transmision de L. monocytogenes.

En este estudio se aislaron cepas del género Listeria en un 12% de las muestras de
moluscos bivalvos (ostras y pepitonas), empleando medios convencionales (Palcam y
Oxford) y un medio cromogénico (Agar Listeria Brilliance), ambos métodos
demostraron la ausencia presuntiva de cepas de L. monocytogenes. El (nico
microorganismo listérico presente en dichas muestras fue L. innocua (especie no

patdgena) detectada mediante la identificacion bioguimica.

Segun Slade (1992), Jinneman et al. (1999) y Bauwens et al. (2003) la presencia de
especies de Listeria como L. innocua en un ambiente especifico puede indicar la
presencia de L. monocytogenes, por ende sugieren que L. innocua podria ser un

excelente indicador de este agente patdgeno; puesto que estd comprobado que L.
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innocua puede enmascarar la presencia de L. monocytogenes en medios de cultivos
(Rijpens et al., 1997).

Algunas investigaciones han afirmado una ventaja selectiva del crecimiento de L.
innocua sobre L. monocytogenes en medios de cultivos, ya sea como resultado de una
actividad inhibitoria y/o por tener una velocidad especifica de crecimiento superior en
los caldos selectivos de Listeria, estos autores explican que esas interacciones podrian
resultar en un aumento de falsos negativos, y por tanto afectar la tasa de recuperacion
de L. monocytogenes (Due y Schaffner, 1993; Petran y Swanson 1993; Barbosa et al.,
1994; McDonald y Sutherland, 1994; Carles et al., 1997; Cornu et al., 2002). Por lo
que, en este estudio la ausencia de L. monocytogenes en las muestras evaluadas, no
puede tomarse como determinante de que los moluscos bivalvos (ostras y pepitonas)
expendidos en la ciudad de Cumanéa no estén contaminados por cepas de la especie L.

monocytogenes, debido a la presencia presuntiva de L. innocua en dichas muestras.

La distribucién y recuperacion de las especies de Listeria puede variar segun el tipo
de alimento y la metodologia de deteccion utilizada, aunque las especies aisladas con
mayor frecuencia son L. innocua y L. monocytogenes (Richard et al., 1996). Varios
estudios han demostrado que L. innocua se encuentra con mas frecuencia que L.
monocytogenes en alimentos, pero no constituye un riesgo para la salud, pues no se
considera patdgena para el ser humano (Ryu et al., 1992; MacDonald y Sutherland,
1994; Walsh et al., 1998). Estas especies comparten el mismo habitat ecoldgico y los
mismos requerimientos fisiologicos, por lo tanto pueden crecer en los mismos
productos alimenticios. A pesar de ser L. innocua la especie filogenéticamente mas
cercana a L. monocytogenes, se diferencian en relacion a los requerimientos
atmosfericos, que son menos exigentes para L. innocua en comparacion con el
patogeno intracelular, cuya viabilidad puede ser afectada dependiendo de la presion

de oxigeno existente en el medio (Jacxsens et al., 2001).
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La deteccion de listerias a través de los medios de cultivos convencionales (Oxford y
Palcam) mostro diferencias en cuanto a la recuperacion de colonias tipicas del género
Listeria con respecto a las muestras de analizadas. Solamente las muestras de
pepitonas mostraron crecimientos de colonias caracteristicas presuntivas del género
Listeria (cinco muestras de pepitonas), ésto probablemente debido a la elevada
contaminacion de flora competitiva o acompafiante (Staphylococcus spp. Y
Lactobacillus spp.) desarrollada en los medios convencionales a partir en las muestras
de ostras, indicando que esos microorganismos no fueron suprimidos por los agentes
selectivos de los medios y que tal vez pudieron inhibir el desarrollo de Listeria sp. en

estos medios de cultivos.

Al respecto, Villani et al. (1994) destacan que Staphylococcus coagulasa negativa
puede sintetizar gran variedad de agentes antimicrobianos tales como enzimas
bacterioliticas y bacteriocinas, que tendrian un efecto antagonista para el crecimiento
y desarrollo de Listeria. Los lactobacilos también producen &cidos organicos,
peréxido de hidrogeno y bacteriocinas que tienen efectos antagénicos en Listeria
(Piard y Desmazeaud, 1991; Villani et al., 1994; Guerra y Bernardo, 2001). Sin
embargo, hay que tomar en cuenta que el pH observado en las muestras evaluadas no
es muy acido sino con tendencia a la neutralidad, por lo tanto el desarrollo de
lactobacilos seria muy lento en las primeras etapas del manejo de las ostras y

pepitonas.

Gunasinghe et al. (1994) manifestaron que el medio Palcam es mas sensible y
selectivo que el medio Oxford en el aislamiento de las listerias a partir de muestras de
alimentos. En este estudio, se observaron resultados similares donde el medio Palcam
brinddé un mejor aislamiento de colonias de Listeria a partir de moluscos bivalvos.
Por otra parte, autores como Bauwens et al. (2003) sefialaron que los medios de
cultivos (Oxford y Palcam) tienen la desventaja de no permitir una diferenciacion
cultural entre las especies de Listeria, y que el aislamiento de las colonias es
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obstaculizado por el total ennegrecimiento del medio, debido a la hidrolisis de la

esculina presente en el mismo.

El medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance” por su parte, demostro la ausencia
de la especie patdgena L. monocytogenes en las muestras de moluscos estudiadas. No
obstante, si mostré la presencia de especies no patdgenas en cinco muestras de
pepitonas y una de ostra; lo que concuerda con los resultados obtenidos mediante los
medios convencionales. Estos resultados demuestran que ambos métodos tanto el
convencional como el alternativo fueron efectivos en la identificacion de bacterias del

género Listeria en muestras de moluscos bivalvos.

En relacion, Aragon-Alegro et al. (2008) explicaron que los resultados obtenidos con
medios convencionales (Oxford y Palcam) no pueden ser comparables a los
conseguidos con un medio cromogeénico especifico, puesto que los primeros son un
sistema de indicadores sobre la base de la hidrolisis de esculina, que como se
menciond anteriormente es una caracteristica comdn de todas las Listeria sp.;
mientras que los medios cromogénicos son especifico para la deteccion diferencial de
L. monocytogenes mediante la hidrolisis de la enzima fosfolipasa C, que se evidencia
en el medio de cultivo por la presencia de halos blanco opaco alrededor de colonias

azul verdosas.

Hegde er al. (2007) manifestaron la desventaja de los aislamientos convencionales,
que siempre deberan ser sometidos a pruebas bioquimicas de confirmacién para
identificar L. monocytogenes de otras Listeria., que tienden a ser laboriosas, requieren
una amplia variedad de medios de cultivos y/o reactivos de confirmacion costosos y
que acarrean mucho tiempo al tomar varios dias para completarse; mientras que
aislamientos obtenidos por la gran variedad de medios cromogénicos, como por
ejemplo el agar BBL CHROMagar Listeria, son especificos de L. monocytogenes,
con un alto nivel de selectividad del medio.
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En este estudio se evidencio falsos positivos para L. monocytogenes mediante el uso
del medio cromogénico “Agar Listeria Brilliance” a partir de algunas muestras de
ostras. Obteniéndose crecimientos de cepas sospechosas de L. monocytogenes
(colonias con las caracteristicas descritas por el fabricante en el medio) que al
realizarle las pruebas de identificacion como la tincion de Gram, se observaron
morfologias bacterianas no comunes del género Listeria (bacilos largos Gram
positivos), debido probablemente a floras acompafiantes Gram positivas presentes en
las muestras de ostras, que no posiblemente no fueron suprimidas por los
componentes selectivos del medio cromogénico. En esta investigacion, se demuestra
la importancia de la realizacion de frotis y tincion de Gram para corroborar la
morfologia bacteriana caracteristica de las listerias (bacilos cortos Gram positivos) y

ademas para la verificacion de la pureza de las colonias.

Vlaemynck et al. (2000) en su investigacion enfatizan que debe prestarse especial
atencion a algunas bacterias productoras de fosfolipasa C, tales como Bacillus spp. y
Staphylococcus spp., que podrian inducir falsos positivos en la deteccién de L.
monocytogenes en medios cromogeénicos, y por lo tanto la presuncién de los
resultados si se tomaran solo en cuenta las caracteristicas morfoldgicas de las
colonias. Asimismo, Bauwens et al. (2003) en su estudio encontraron insuficiente la
selectividad del medio cromogénico ALOA para prevenir el crecimiento de todos los
Bacillus spp. mostrando falsos positivos.

Para confirmar los resultados obtenidos en el aislamiento convencional vy
cromogénico (métodos microbioldgicos) se aplicaron ensayos de la reaccién en
cadena de la polimerasa. El primer ensayo de PCR para la deteccion de Listeria sp.
reveld la alta especificidad del par de primers prs en la identificacion del genero
(Doumith et al., 2004). Las 6 cepas aisladas e identificadas del género Listeria a
través de los medios convencionales y cromogénico, fueron confirmadas como

Listeria sp. mediante la técnica PCR.
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Por otra parte, a través de un segundo ensayo de PCR, se demostro la ausencia de los
principales serotipos de L. monocytogenes en las muestras de moluscos bivalvos
evaluadas. Concordando estos resultados con los obtenidos mediante los métodos
microbioldgicos, no obstante estos resultados mostraron la ventaja de la técnica PCR
sobre los métodos microbioldgicos, no solo por su mayor sensibilidad y especificidad
sino también por el menor tiempo requerido para obtener resultados concretos
(Villalobos y Martinez, 2007).

En la actualidad el método principal para la deteccion de L. monocytogenes y otras
especies de Listeria en muestras de alimentos siguen siendo los procedimientos
microbioldgicos convencionales (Allerberger, 2003). Sin embargo, se han descrito
numerosos ensayos de PCR para la deteccion de L. monocytogenes en alimentos,
que han resultado mas sensibles y especificos (Borucki y Call, 2003; Levin, 2003;
Rivera et al., 2006; Gallegos et al., 2007). La PCR es considerada mas fiable que
la identificacidén convencional, ya que se basa en caracteristicas genotipicas estables,
en lugar de basarse en caracteristicas fisioldgicas o bioquimicas que pueden ser

genéticamente inestables (Lawrence y Gilmour, 1994).

Los andlisis microbiolégicos son procedimientos estandar indispensables en la
busqueda y control de microorganismos patdégenos en alimentos, donde se aislan las
cepas a partir de muestras de alimentos (cultivos puros), pasos previos y necesarios
para realizar la identificacion especifica de la bacteria mediante ensayos de PCR. Es
por esto, que los procedimientos microbioldgicos convencionales no seran
desplazados totalmente dentro de los esquemas para el control microbioldgico, ya que
sus principios son necesarios para complementar la aplicacién de la técnica PCR
(Rivera et al., 2006).

Listeria sp. ha sido aislada con menos frecuencia de ambientes marinos que las
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bacterias entéricas tales como Salmonella 0 Escherichia coli (Monfort et al., 2000).
Un estudio realizado en muestras de pescados frescos y muestras ambientales del
sector pesquero minorista del norte de Grecia (Soultos et al., 2007), reporta una
incidencia global de Listeria spp. del 4% en pescados, conformado por los
organismos L. innocua (3%) y L. monocytogenes (1%). Sin embargo, refiere que fue
mas alto el nivel de contaminacion de Listeria en las muestras ambientales,
predominando L. innocua. Segun estos autores la presencia elevada de este
microorganismo probablemente se debid condiciones sanitarias deficientes y mala

manipulacion por parte de los expendedores de ese sector pesquero.

La presencia de Listeria Sp., en pepitonas y ostras expendidas en la ciudad de
Cumana indican que el proceso de manipulacion de estos alimentos podria propiciar
la entrada de cepas patdgenas y que Listeria sp. podria ser residente potencial de los
locales de desconchados de los moluscos y puntos de ventas de los mismos; lo que
debe alertar a las autoridades sanitarias a ejercer un mejor control sanitario en cuanto
a la manipulacion, conservacion del producto y de las condiciones higiénicas en los

distintos sitios de expendios de los moluscos bivalvos.
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CONCLUSIONES

Los valores de pH obtenidos en las muestras de pepitonas y ostras comercializadas en

la ciudad de Cumané estaban dentro de los limites permitidos por COVENIN

El 12% de las muestras analizadas fueron positivas para el género Listeria, ninguna

de las muestras mostro la presencia de L. monocytogenes

El método convencional y el método cromogénico demostraron la ausencia L.
monocytogenes Yy evidenciaron la presencia de la especie L. innocua como Unico

organismo listérico presente en las muestras evaluadas

La identificacion por PCR confirmo la presencia de cepas positivas a Listeria Sp. Yy
demostrd gque ninguna de las muestras positivas estaban contaminadas por serotipos

de L. monocytogenes
El aislamiento de Listeria sp. puso en evidencia condiciones sanitarias inadecuadas

de manipulacion, conservacion y expendio de estos moluscos bivalvos en la ciudad de

Cumana, que podrian propiciar la entrada de cepas de L. monocytogenes
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RECOMENDACIONES

Realizar analisis microbioldgicos de estos productos periddicamente, para descartar la

presencia de L. monocytogenes Y otras especies de Listeria.

El Ministerio de Sanidad debe exigir y supervisar periédicamente el cumplimiento de
las normas higiénico-sanitarias en la manipulacion, conservacion de moluscos
bivalvos y en los distintos sitios de expendios de estos productos en la ciudad, a fin de

evitar la entrada de cepas patogénicas como L. monocytogenes.
Concientizar a la poblacién cumanesa y a los expendedores, mediante campafias

educativas sobre el manejo inadecuado de alimentos para su consumo Yy la necesidad

de guardar normas higiénico-sanitarias basicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacion bioquimica y caracteristicas diferenciales del género Listeria
(Gasanov et al., 2005)

Pruebas L.mono L.inn L. iva L. see L. wel L.gra
Hemolisis + - + + - -
Catalasa + + + + + +
Oxidasa - - - - - -
L-Ramnosa + +/- - - +/- +/-
D-Mannitol - - - - - +
D-Xilosa - - + + + -

L. mono: L. monocytogenes, L. inn: L. innocua, L. iva: L. ivanovii, L. see: L. seeligeri, L. wel: L.

welshimeri, L. gra: L. grayi

Anexo 2. Colonias de L. monocytogenes que crecen en el medio cromogénico
denominado BBL CHROMagar Listeria después de 24 h de incubacion a 35°C (azul
verdosas rodeadas por halos blancos opacos) (Hegde et al., 2007)
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