Figueroa Lépez, A.M."™* ¢ Flores Cervera, V.!

Chavez Almanza, A.F." » Cantu Soto, E.U."

Palabras clave: listeriosis, carne, biosensor
Key words: listeriosis, meat, biosensor

Introduccion

Listeria monocytogenes (Lm) es un bacilo corto, Gram
positivo, no formador de esporas con capacidad de
proliferar en condiciones desfavorables como altas
concentraciones de sal, puede replicarse en un amplio
rango de temperatura (-0.4°C a 45°C) y un amplio
rango de pH (4.4 a 9.4) lo que contribuye a su inci-
dencia en la industria alimentaria [1].

Lm es el patégeno intracelular facultativo res-
ponsable de la enfermedad llamada listeriosis, aun-
que poco frecuente la listeriosis es potencialmente
mortal en personas inmunocomprometidas, mujeres
embarazadas, recién nacidos y adultos mayores. Su
principal via de transmision es mediante el consumo
de alimentos contaminados como productos frescos,
verduras congeladas, verduras de hoja verde, carne,
productos lacteos, mariscos y alimentos procesados
listos para consumo [2].

El Centro Europeo para la Prevencion y Control
de Enfermedades (EcDc) reportd para el afio 2017 un
total de 2502 casos confirmados de listeriosis donde
Alemania, Francia y Espafia representan el 55% de ca-
sos confirmados [3]. Para el afio 2019 el centro para
el control y prevencion de enfermedades (cpc) re-
port6 un total de 880 casos confirmados en Estados
Unidos [4].

El método estandar para la deteccion de Lm en ali-
mentos es el 1so 11290-1, y en México se maneja uno
método similar descrito en la Nom 210-SSA1-2014,
apéndice normativo C, que consiste en un enrique-
cimiento primario seguido por un enriquecimiento
secundario, ambos en caldo selectivo Fraser, poste-
riormente, se evidencian los aislados sospechosos en
medios selectivos solidos PALCAM y ALOA y se con-
cluye con la confirmacién mediante pruebas bioqui-
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micas y hemdlisis. El tiempo de confirmacion puede
ser mayor a 7 dias, siendo este método muy laborioso
y no representa una solucion rapida y efectiva para la
situacion actual de 1a produccion de alimentos y redes
de distribucion [5].

Para superar estos inconvenientes lo métodos mo-
leculares ofrecen una alternativa rapida, sensible y
confiable para la deteccion, identificacion y cuantifi-
cacion de patdgenos transmitidos por alimentos. La
gran mayoria de estos métodos se basan en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), entre las variantes
de la técnica la pcr por conveccion (cPCR) ha surgi-
do como una alternativa al ciclado de temperaturas
[6]. Al no existir una necesidad de calentar y enfriar
repetidamente la reaccién, esta herramienta molecu-
lar puede acortar drasticamente el tiempo de reaccion
[7]. Por lo antes mencionado, el objetivo de este tra-
bajo es estandarizar una metodologia de deteccién ul-
tra rapida de Listeria monocytogenes mediante la cPCR
e inmunoensayos NALF, para determinar la incidencia
de este patdgeno en carne de cerdo proveniente de
locales comerciales del sur de Sonora.

Metodologia

Cepas y condiciones de cultivo.

Se utiliz6 la cepa Lm ATCC 7644 como control po-
sitivo. Ademads, se usaron las cepas Listeria innocua
ATCC 33091, Listeria ivanovii ATCC 19119, Esche-
richia coli O157:H7 (cepa H28-1), Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella ATCC 14028, Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus
ATCC 29213 como controles negativos de reaccion.
Las cepas almacenadas a -70 °C fueron activadas en
agar tripticasa de soya (tsa) (MCD LAB®, Cat. No.
7171) e incubadas a 36 °C por 24 h. Posteriormente,
de una colonia aislada se inoculé un tubo con 5 mL de
caldo tripticasa de soya (TsB) (BD-DIFCO®, Cat. No.
2118245) y se incubd a 36°C por 24 h.

Extracciéon de ADN.

La extraccion de ADN genOmico se realizd con el kit
comercial Wizar Genomic DNA (Promega®, Cat. No.
A1125) para bacterias Gram positiva y negativas si-
guiendo instrucciones del fabricante. La integridad
del ADN se determind mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1% con bromuro de etidio al 0.33 mg/
mL y documentada con el sistema MiniBis pro DNR®.
Posteriormente la concentraciéon y pureza del ADN
fueron determinadas mediante absorbancia con el
equipo Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®) el ADN
extraido se llevo a una concentracion de 20 ng/uL.

Condiciones de la cPCR.

Las reacciones se llevaron a cabo en 20 pL. Los oli-
gonucledtidos utilizados son especificos para el gen
listeriolisina O (hlyA), hlyA F (5-(6-FAM)-CGG-
AGG-TCC-CGC-AAA-GAT-G-3’) y hlyA R (5’-(Bios-
g)-CCT-CCA-GAG-TGA-TCG-ATG-TT) que amplifi-
ca un fragmento de 230 pb. Se agregd 1 ul. de ADN
(20 ng/uL), 4 uL. PalmTaqTM Express Master Mix 5X
suplementado con MgCl2 (2.5 mM), dNTPs (0.2 mM)
y Taq polimerasa (0.8 U) (Ahram Biosystems®, Cat.
No. RK2010), 1 uL de cada oligonucle6tido (10 uM) y
agua ultra pura hasta 20 ul. Se utiliz6 el equipo Palm
PCRTM G3 (Ahram Biosystems®). Las condiciones
de reaccion fueron un primer paso de 95 °C por 2
min, seguidos de 35 ciclos (11 minutos) a una tem-
peratura de anillamiento de 58 °C, en velocidad T3.
Posteriormente se analizaron dos microlitros de los
productos en gel de agarosa al 1% como se menciona
anteriormente y de manera simultinea se evaluaron
otros 2 pL del producto mediante inmunoensayos
NALF, este estudio se realizé por triplicado.

Especificidad de los oligonucleétidos.

Se evaluo la especificidad de la reaccion con el méto-
do descrito anteriormente, usando ADN gendmico de
las cepas Listeria innocua ATCC 39091, Listeria ivano-
vii ATCC 19119, Escherichia coli 0157:H7 (cepa H28-
1), Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella ATCC
14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Sta-
phylococcus aureus ATCC 29213, del mismo modo los
productos fueron simultineamente evaluados en gel
de agarosa e inmunoensayos NALF.

Sensibilidad del cPCR.

Para determinar la sensibilidad se calculé tamafio
promedio en nucleétidos (nt) del genoma de 5 cepas
de Lm, ATCC 7644, ATCC 15313, ATCC 1915, ATCC
51780 y la cepa ATCC 35152, segtn el portal de ge-
nomas ATCC https://genomes.atcc.org/. Dicho pro-
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medio fue utilizado para la estimacion del nimero
de copias de ADN gendmico presente en 1 uL. de ADN
a una concentracion de 20 ng/ul, utilizando la cal-
culadora de niamero de copias para PCR tiempo real
disponible en http://www.scienceprimer.com/. Para
determinar el nivel minimo de deteccién, se realiza-
ron diluciones seriadas con agua ultra pura libre de
nucleasas hasta dilucion 100 de copias de ADN, usan-
do 1 uL de cada dilucién para los ensayos de cPCR.
Posteriormente se documenté el resultado por medio
de electroforesis en gel de agarosa e inmunoensayos
NALF, como se describe anteriormente.

Resultados y discusion
Se logro estandarizar el método de la cPCR con una
temperatura de hibridacion de 58 °C a 35 ciclos con
velocidad de reaccion T3, la reaccion fue realizada
utilizando 1 uL. de ApN (20ng/ul.) de Listeria mono-
cytogenes ATCC 7744 como control positivo y agua
ultra pura como control negativo (Figura 1), se ob-
tuvo un amplicon de 230 pb (Figura 1A) y los resul-
tados de los inmunoensayos NALF (Figura 1B). La
amplificacion de cPCR tom6 11 minutos y el inmu-
noensayo NALF tom6 menos de 5 min por lo que el
tiempo total de la prueba fue de aproximadamente 16
min, muy similar al tiempo de deteccion de patogenos
reportado por Kim et al. [6], que fue de 21 minutos.
La especificidad del ensayo se evalu6 en gel de
electroforesis e inmunoensayos NALF. Las reacciones
de cPCR fueron negativos para los ADN de los aislados
pertenecientes a otras especies bacterianas utilizados
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excepto para Lm ATCC 7644 como se muestra en la
Figura 2. Los resultados obtenidos en la electroforesis
en gel de agarosa (Figura 2A) fueron congruentes a
los obtenidos mediante los inmunoensayos NALF (Fi-
gura 2B), ya que no se detect6 un amplicon en el gel,
ni formacion de linea roja en bioensayos NALF con los
distintos ADN de otros patégenos, demostrando la es-
pecificidad de los oligonucleo6tidos. La especificidad
de la deteccion molecular de Lm depende en gran me-
dida de la seleccion de ADN, en este trabajo seleccio-
namos el gen hlyA que codifica para listeriolisina O,
gen implicado en el escape de la membrana vacuolar
hacia la célula huésped[ 1], esencial para la virulencia
de Listeria monocytogenes| 8].

En la figura 3 se muestra el nivel minimo de de-
teccion de 6.214x10? copias del genoma. La electro-
foresis en gel de agarosa (Figura 3A) muestra que los
resultados son consistentes a los obtenidos con los
inmunoensayos NALF (Figura 3B). El nivel minimo
de deteccion de nuestro ensayo para Listeria mono-
cytogenes fue similar a los obtenidos por Kim et al.
[6] quienes reportaron una sensibilidad de 3x10* co-
pias del genoma para los patégenos Salmonella Ente-
ritis y Salmonella Typhimurium donde los resultados
obtenidos con anilisis en gel de agarosa y en los in-
munoensayos NALF fueron consistentes. Li et al. [2]
desarrollaron un método para la deteccion de Liste-
ria monocytogenes viables mediante inmunoensayos
NALF amplificando el gen hlyA por PCR asimétrica
donde reportaron un limite de deteccion de 3.5x10°
Urc/mL.

B)

Optimizacion de la cPCR para Lm. Producto de cPCR para Lm analizado por electroforesis en gel de agarosa (A)
e inmunoensayos NALF (B). M: Marcador molecular 1kb (Promega, Cat. G571A); CST: control sin templado; Lm: Muestra de
ADN de Lm. CTL: control interno del inmunoensayo NALF.
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Figura 2. Especificidad de la reaccién cPCR para Lm. A) Electroforesis en gel de agarosa de las reacciones de cPCR para
los distintos patégenos. B) Ensayos NALF de las reacciones de cPCR para los distintos patégenos. M: Marcador molecular
1kb (Promega, Cat. G571A). Lm: Listeria monocytogenes ATCC 7644. Lin: Listeria innocua ATCC 33091. Liv: Listeria ivanovii
ATCC 19119. EcO: Escherichia coli O157:H7 (cepa H28-1). EcA: Escherichia coli ATCC 25922. Sal: Salmonella ATCC 14028.
Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Sa: Staphylococcus aureus ATCC 29213. CST: Control sin templado. CTL: control
interno del inmunoensayo NALF.
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Figura 3. Nivel minimo de deteccién (sensibilidad) de Lm. Los productos de cPCR analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa (A) e inmunoensayos NALF (B); M: Marcador molecular 1kb (Promega, Cat. G571A).
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Conclusién

Mediante la combinaciéon de cPCR e inmunoensayos
NALF desarrollamos un método ultra rapido, especi-
fico y de alta sensibilidad para la deteccién de Liste-
ria monocytogenes. El tiempo combinado de la cPCR
junto a los inmunoensayos NALF fue de aproximada-
mente 16 min, lo que lo hace significativamente mas
rapido que métodos convencionales para la deteccion
molecular. Los casetes NALF evitan la dependencia
de instrumentacion para la electroforesis en gel de
agarosa y combinado a la cPCR hacen de este méto-

do atractivo para su implementaciéon en campo lo que
podria permitir un mejor control y monitoreo en la
produccion de alimentos y redes de distribucion.
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