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Resumen

Listeria spp. es el agente causal de la Listeriosis, enfermedad transmitida por
alimentos que es poco frecuente y con una alta mortalidad. La bacteria es capaz de
diseminarse a través de alimentos contaminados y por reservorios como roedores, aves,
animales de abasto y de compafia. Hasta la fecha, no se sabe si los ardillones
(Otospermophilus variegatus) y los tlacuaches (Didelphis virginiana) son reservorios de esta
bacteria, por lo que en el presente trabajo tuvo como objetivo identificar y estimar la
prevalencia de Listeria spp. en ambos especimenes. Para este estudio se utilizaron
muestras rectales las cuales fueron tomadas en dos zonas para los tlacuaches: area urbana
(Centro Universitario) y area periurbana (Zibata). Mientras que las muestras de ardillones
solo se tomaron en un area urbana (parque Alameda Hidalgo). La identificacion de Listeria
spp. se llevdé a cabo mediante la amplificacion del gen prfA y el gen Prs por PCR.
Adicionalmente se llevd a cabo el aislamiento selectivo para Listeria spp. de los
preenriquecimientos congelados en glicerol, los cuales fueron cultivados en agar PALCAM
suplementados con Ceftazidima pentahidratada (15 pg/ml), las colonias obtenidas fueron
identificadas mediante la secuenciacién de la regién ribosomal 16S. De un total de 100
muestras rectales de ardillones, 43 % resultaron ser positivos a Listeria spp. con los
oligonucledtidos Lipl y Lip2 (gen prfA) asi como el 11 % con los oligonucledtidos Prs (gen
Prs). Por otra parte 36 muestras rectales de tlacuaches fueron analizadas (Centro
Universitario UAQ n=20; Zibata n=16); 10.5 % resultaron ser positivos a Listeria spp. con
Lipl y Lip2 mientras que con Prs solamente 5.56 %. Los aislamientos obtenidos no fueron
identificados como Listeria spp., por lo que la obtencién de la bacteria no fue posible. En
conclusion ambas especies pueden ser reservorios de Listeria spp. pero la mayor
prevalencia se encuentra en ardillones, dichos hallazgos permiten ampliar el panorama de

Listeria en ambientes naturales y antropizados.

Palabras clave: Listeria, ardillones, tlacuaches.



Summary

Listeria spp. is the causal agent of Listeriosis, a rare high mortality foodborne disease. This
bacterium has been reported to be disseminated by contaminated food and reservoirs like
rodents, birds, livestock and pets. To the date it is unknown if rock squirrel (Otospermophilus
variegatus) and opossum (Didelphis virginiana) are reservoirs of this bacterium. The aims
of this study were to identify and estimate the prevalence of Listeria spp. for both specimens.
For this study, rectal samples from two areas were collected from opossums: urban area
(University town) and periurban area (Zibata), while rock squirrel’'s samples were collected
only in urban area (Alameda Hidalgo park). Listeria spp. were identified by amplification of
the prfA gene and the prs gene by PCR. Additionally, selective isolation of Listeria spp. from
frozen pre-enrichments in glycerol were carried out on PALCAM agar supplemented with
Ceftazidime pentahydrate (15 ug /ml), the isolated colonies were identified by 16S ribosomal
region sequencing. Of the total 100 rectal samples from rock squirrels 43 % were found
positive for Listeria spp. with the Lipl and Lip2 primers (prfA gene) as well as 11 % with the
Prs primers (prs gene). On the other hand, 36 rectal samples from opossums were analyzed
(University town UAQ n=20; Zibata n=16); 10.5 % were found positive for Listeria spp. with
Lipl and Lip2 while only 5.56 % were positive with Prs. The isolates were not identified as
Listeria spp., then this bacterium couldn’t be obtained. In conclusion, both specimens can
be reservoirs of Listeria spp., but the prevalence of Listeria in rock squirrels is bigger; these

findings enlarge the outlook of Listeria in natural and anthropized environments.

Key words: Listeria, rock squirrels, opossums.
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1. Introduccion

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son una de las mas grandes
preocupaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud. Un reporte por la OMS estima que
cada aflo 600 millones de personas alrededor del mundo se enferman por la ingesta de
algun alimento contaminado, de las cuales 420 mil mueren como consecuencia (OMS,
2017). Estos datos son alarmantes ya que un tercio de las muertes registradas por ETAs
corresponden a infantes menores de 5 afos de edad (WHO, 2015).

En México se han reportado alrededor de 25,000 casos de intoxicacion alimentaria
bacteriana en el 2016 de los cuales se desconoce cuales estan directamente relacionados
con Listeria (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica, 2017), mientras que en otros
paises como Estados Unidos, tan solo en dos afios (del 2014 al 2016) se tienen reportes
de 68 casos confirmados de listeriosis en diferentes estados relacionados con el consumo

de vegetales y manzanas con caramelo (Angelo et al., 2017; Burall et al., 2017).

Estudios recientes han demostrado que Listeria spp. puede ser aislada de agua,
suelo, (Ahlstrom et al., 2018) incluso pueden ser transmitidas por vectores como hormigas
(Maximo et al., 2014), asi mismo se ha encontrado que en heces existe una gran carga
bacteriana del género Listeria, por lo que la listeriosis puede ser transmitida por zoonosis
(Mohammed et al., 2009; Whitfield et al., 2017). Este punto es de gran importancia debido
a que la gran mayoria de animales que conviven con el humano (perros, gatos, anfibios y
reptiles) han demostrado ser hospederos de Listeria spp. y por lo tanto un potencial riesgo
para la salud de humanos y animales de compafia (Dhama et al., 2015). Sin embargo hay
otros animales que también conviven con el humano y que hasta la fecha, no se sabe si
estos hospedan al género Listeria, tales animales son los tlacuaches (Didelphis virginiana)
y los ardillones (Otospermophilus variegatus). Estas dos especies se han tenido que
adaptar a las adversidades de la antropizacién y destruccién de su habitat natural. En la
capital del estado de Querétaro se encuentra un parque llamado Alameda Hidalgo que es
famoso por la gran cantidad de ardillones que alberga pese a la limitacion de espacio, estos
animales han sobrevivido gracias a los desperdicios y alimentos de consumo humano que
se tiran dentro y en los alrededores del parque. A su vez, los tlacuaches se han desplazado
a las zonas marginales de la capital del estado, por lo que las zonas residenciales como
Zibata, El cimatario, Juriquilla, entre otros mas han visualizado una gran cantidad de

tlacuaches. Estos animales también pueden consumir restos alimenticios. Hasta la fecha
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no hay reportes de la presencia de bacterias del género Listeria en ninguno de los dos
especimenes. Por esta razén es importante averiguar si alguno de estos animales que
conviven tan cerca del humano porta las especies patégenas de Listeria (L. monocytogenes

y L. ivanovii).
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2. Revision bibliografica
2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos.
2.1.2 Generalidades.

Enfermedad transmitida por alimentos (ETAs) se define como todo aquél
padecimiento directamente relacionado con el consumo de alimentos contaminados con
microorganismos patdégenos o algun quimico toxico. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS o WHO por sus siglas en inglés) ha catalogado a las ETAs como una de las causas
mas importantes de mortalidad a nivel mundial, puesto que la contaminacion de productos
alimenticios puede ocurrir en cualquiera de las fases de produccion, desde la elaboracion
o recoleccion, hasta el almacenaje (refrigeracion, anaquel o congelacion) del producto. Asi
mismo, se menciona que la mayoria de las contaminaciones en los alimentos se deben a
la manipulacion del alimento antes del consumo, es decir durante la preparacion del

alimento, ya sea en el hogar o en algun establecimiento (WHO, 2016).

Aproximadamente cerca de 250 agentes son los causales de estas enfermedades,
de los cuales los mas relevantes abarcan los géneros bacterianos como Salmonella
(Jackson et al., 2013), Escherichia (T. F. Jones y Yackley, 2018) y Campylobacter (Gu et
al., 2018), los hongos productores de Aflatoxinas, los Norovirus y los parésitos del género
Taenia. Asi mismo, otros microorganismos menos prevalentes pero de gran importancia
son Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Shigella,
Staphylococcus aureus,, Clostridium botulinum y Clostridium perfringes, Bacillus cereus,
Cryptosporidium y Virus de la Hepatitis A (FDA, 2018).

La organizacion mundial de la salud (WHO por sus siglas en inglés) sostiene que
dichas enfermedades constituyen uno de los méas importantes temas de salud publica
global, destacando que los grupos de riesgo para estas enfermedades esta conformado por
recién nacidos, nifios menores de 12 afios, mujeres embarazadas y adultos mayores. Los
casos de enfermedades diarreicas en estos grupos de riesgo ascienden a cientos de miles
anualmente. En México las organizaciones que se encargan de monitorear y atender las
ETAs (desde su prevencion hasta su tratamiento) son la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), la Comision Federal para
la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y la Secretaria de Salud (SALUD); en
conjunto se encargan de regular la calidad de los alimentos importados y exportados.
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La inocuidad de alimentos en México esta regulada por una serie de Normas que
determinan la calidad y las medidas preventivas para su manejo y preparacion (Cuadro 1),

dichas normas estan publicadas en el Diario Oficial de la Federacion.

Las ETAs en general presentan cuadros clinicos similares, el desarrollo de la
enfermedad puede tomar distintos niveles de gravedad o simplemente pasar desapercibida.
En su mayoria los microorganismos causales de ETAs desencadenan sintomas como
diarrea, dolor estomacal, vomito e incluso fiebre. Dependiendo de la causa de intoxicacion,
el cuadro clinico puede cambiar a diarreas con sangre, fiebre de mas de 38 °C, visidn
borrosa, escalofrios y en algunos casos la muerte (CDC, 2017).
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Cuadro 1. Normas Oficiales Mexicanas relacionadas a la inocuidad alimentaria.

NOM-111-SSA1-1994

Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en
alimentos.

Norma Nombre Status
NOM-251-SSA1-2009 | Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o Vigente
suplementos alimenticios.
Productos y servicios. Cereales y sus productos. Cereales, harinas
NOM-247-SSA1-2008 de cgreales, semolas 0 semglmas. Ahmentos a bas_e de: cereales, Vigente
semillas comestibles, de harinas, sémolas o semolinas o sus
mezclas. Productos de panificacién. Disposiciones y
especificaciones sanitarias y nutrimentales. Métodos de prueba
Productos y servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo Vigente
NOM-243-SSA1-2010 | combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones 9
sanitarias. Métodos de prueba.
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, Vigente
NOM-242-SSA1-2009 | congelados y procesados. Especificaciones sanitarias y métodos 9
de prueba.
NOM-213-SSA1-2002 | Productos y servicios. Productos carnicos procesados. Vigente
Especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.
NOM-187-SSA1/SCEI- Productos y servicios. Masa,_tprtlllas, tostaghs y harinas .
2002 preparadas para su elgboramon_ y e_stablemmlen_tos donde se Vigente
procesan. Especificaciones sanitarias. Informaciéon comercial.
Métodos de prueba.
NOM-186-SSA1/SCFI- | Cacao, chocolate y productos similares, y derivados del cacao. Vigente
2013 Especificaciones sanitarias. Denominacién comercial. Métodos de
prueba.
. - . Vigente
NOM-159-SSA1-1996 | Bienes y Servicios. Huevo, sus productos y derivados.
Disposiciones y especificaciones sanitarias.
NOM-092-SSAL-1994 | 141640 para la cuenta de bacterias aerobias en placa. Vigente
. - s Lo Vigente
NOM-110-SSA1-1994 Bl_enes y servicios. Prgpgrac!on y_dHyc_mn de muestras de
alimentos para su analisis microbioldgico.
NOM-112-SSA1-1994 B|ene,s y servicios. Determinacién de bacterias coliformes. Técnica | Vigente
del nimero mas probable.
NOM-113-SSA1-1994 Bienes y servicios. Método para la cuenta de microorganismos Vigente
coliformes totales en placa.
NOM-114-SSA1-1994 | Bienes y servicios. Método para la determinacion de Salmonella en | Vigente
alimentos.
NOM-115-SSA1-1994 | Bienes y servicios. Método para la determinacion de Vigente
Staphylococcus aureus en alimentos.
NOM-143-SSA1-1995 | Bienes y servicios. Método de prueba microbiologico para Vigente
alimentos. Determinacion de Listeria monocytogenes.
Vigente

Tomado sin modificacién de: http://www.cofepris.gob.mx/MJ/Paginas/NormasPorTema/Alimentos.aspx
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2.1.3 Agentes causales de las ETAs.

La incidencia de las ETAs se ha mantenido en un nivel constante a lo largo de los
altimos afios, es decir el numero de casos nuevos anuales de estas enfermedades se
mantiene afio con afo. Dentro de los microorganismos mas comunes que provocan estas
enfermedades estan las bacterias; debido a su alta tasa de reproduccion y metabolismo
permiten que los alimentos entren en estado de putrefaccion en cuestion de dias e incluso
horas, por lo cual el consumo de un alimento contaminado puede facilmente desarrollar

sintomas.

La salmonelosis es una de las ETAs mas importantes a nivel mundial cuyos dos
principales exponentes son Salmonella enterica subespecie enterica serovariedad
typhimurium, causante de 153 millones de casos anuales (Parisi et al., 2018) y Salmonella
enterica serovariedad typhi es una de las bacterias causantes de la fiebre tifoidea llegando
a registrar 21.6 millones de casos anualmente (Hiyoshi et al., 2018). Las disposiciones
generales para su control en México estan bien definidas por la NOM-114-SSA1-1994 y la
NOM-210-SSA1-2014 (Cuadro 1). Las serovariedades de Salmonella enterica se agrupan
en dos: tifoideas (Typhi, Paratyphi A/B/C) y no tifoideas; tanto las serovariedades tifoideas
como no tifoideas pueden ser transmitidas por alimentos contaminados con materia fecal o
agua contaminada. Aquellas personas infectadas con las serovariedades tifoideas suelen
presentar fiebre tifoidea asi como sintomas inespecificos como dolores musculares,
nausea, diarrea (algunas veces con sangre), bacteriemia y en ocasiones salpullido. Asi
mismo, las serovariedades no tifoideas se caracterizan por causar cuadros clinicos leves
en adultos mientras que en nifios y adultos mayores suele ser mas grave. El cuadro clinico
abarca fiebres repentinas, problemas respiratorios, dolores musculares, diarreas y
gastroenteritis (Crump et al., 2015).

Las micotoxinas (toxinas producidas por hongos) son uno de los mas grandes
conflictos en la industria alimentaria, tal es el caso de la Aflatoxina B1, la cual es el mayor
hepatocarcinégeno conocido (Kew, 2013), esta potente toxina producida por los hongos
Aspergillus flavus, Aspergillus nomius y Aspergillus parasiticus. Estos hongos
microscopicos son capaces de infectar semillas de trigo, centeno, maiz, cacahuate y
algoddn asi como leche y carne a cualquier nivel de las fases de produccién (Magnussen y

Parsi, 2013). Debido a su amplia distribucién y su facil diseminacioén, se han implementado
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medias de control para esta toxina en particular: Estados Unidos de América, Africa y
América Latina establece un limite maximo de 20 pg/kg de Aflatoxina B1, mientras que
paises de la Unién Europea marcan el limite permitido en 4 pug/kg. En el caso de México, el
mayor consumidor de maiz, no tiene grandes medidas de prevencion ni regulacion para
esta toxina salvo a los limites establecidos en las importaciones de Estados Unidos. Asi
mismo no hay reportes que vinculen a esta toxina y el carcinoma hepatocelular en México

(Guzméan-de-Pefia y Pefia-Cabriales, 2005).

2.1.4 Epidemiologia descriptiva.

La OMS en el 2015 publico la carga mundial de las enfermedades transmitidas por
alimentos; los datos recopilados por la OMS mencionan que en la region de las Américas
anualmente cerca de 77 millones de personas son victimas de estas enfermedades,
causando mas de 11,000 fallecimientos como consecuencia. Dentro de los grupos de riesgo
mas afectados por estas enfermedades estan los nifios menores de 5 afos, los cuales
conforman el 43 % del total de enfermos llegando a registrar anualmente cerca de 2,000
fallecimientos a causa de las enfermedades transmitidas por alimentos (WHO, 2016).

Las ETAs constituyen uno de los mayores retos de salud publica a nivel mundial,
en México el reto es aln mayor debido a la alta oferta y demanda de alimentos tipicos
preparados y vendidos a pie de calle en los llamados “Tianguis” (Mercado sobre ruedas) o
en puestos establecidos cuyas medidas de higiene estan muy por debajo o apenas cumplen
con las normativas de higiene y salubridad. Ademas los reportes de listeriosis son muy
escasos, no solo en México sino a nivel mundial debido a la sintomatologia tan similar a
otras ETAs.

2.2 Listeriosis.
2.2.1 Generalidades.

La listeriosis es una enfermedad poco frecuente con una alta mortalidad, su agente
causal es la bacteria Listeria monocytogenes y en raros casos L. innocua y Listeria ivanovii.
La Listeria es un microorganismo extensamente distribuido (aguas residuales, suelos,

plantas, animales, etc.) y comunmente asociado a productos alimenticios derivados de la
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industria quesera y carnica (Tovar Pérez et al., 2005). Esta enfermedad suele presentarse
en grupos de riesgo tales como en mujeres embarazadas, adultos mayores, recién nacidos
y personas inmunodeprimidas. Las formas clinicas que presenta la listeriosis abarca
diversas patologias dependiendo de la localizacion de la bacteria en el organismo; dichos
sintomas se agrupan en dos tipos, Invasiva y no invasiva. Aquellas patologias referentes a
la forma invasiva abarcan bacteriemias, meningitis (Pagliano et al., 2017), endocarditis
(Kumaraswamy et al., 2018), peritonitis (Espinoza Gémez et al., 2006), secuelas post-parto
en recién nacidos e incluso muerte fetal (Fouks et al., 2017). Por otro lado, la forma no
invasiva es la mas comun llegando a presentar diarrea febril (Sanchez Artola y Palencia
Herrejon, 2010). Estas caracteristicas hacen a la listeriosis un problema de salud publica
cuyos controles para su prevencion estan rigurosamente establecidos en México bajo la
norma oficial mexicana NOM-143-SSA1-1995 y la NOM-210-SSA1-2014 e
internacionalmente por la ISO 11290-1:2017.

2.2.2 Epidemiologia.

Al dia 29 de junio del afio 2018, se han reportado varios brotes de Listeriosis
asociada al consumo de alimentos contaminados alrededor del mundo siendo Sudafrica el
pais con mayor incidencia (647 casos con 183 fallecimientos) seguido de la Union Europea
(79 casos con 15 fallecimientos) y Estados Unidos (8 casos con 2 fallecimientos) (ECDC,
2018; ProMED-mail, comunicacion personal, 1 de Enero — 6 de Abril del 2018).

En México, los datos referentes a la Listeriosis son escasos debido a la
desinformacion y al mal diagndstico de la enfermedad. De acuerdo con los datos
proporcionados en el boletin epidemiolégico del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SINAVE), hasta la semana epidemioldgica 12 del 2018 se han reportado
6,002 casos de intoxicaciones alimentarias bacterianas y 964,237 casos de infecciones

intestinales por Otros organismos y mal definidas (Secretaria de Salud, 2018).

2.2.3 Diagnostico.

La listeriosis es comunmente causada por la especie L. monocytogenes, el
diagnéstico de esta enfermedad se basa Unicamente en el aislamiento del agente causal a

partir de una muestra sanguinea, liquido cefalorraquideo o liquido amniético. (Matanock et
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al., 2015). El agar selectivo PALCAM y Oxford (Figura 1) son dos de los mas utilizados
para la identificacion de Listeria, en ambos medios las colonias de Listeria adquieren una
coloracioén gris a verde rodeada de un halo negro producto de la degradacion de la Esculina

a Esculetina y Glucosa en presencia de Fe(lll) (Van Netten et al., 1989).

Las pruebas moleculares para la deteccion de L. monocytogenes, L. innocua y L.
ivanovii se basan en la deteccién de &cidos nucleicos como ADN o ARN, asi como en la
deteccidn de antigenos de superficie, lo cual permite no solo identificar a nivel de especie
al agente causal sino también la serovariedad. Las principales técnicas moleculares
empleadas en la deteccién son la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), Ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y biosensores.

Una de las pruebas de deteccion méas desarrolladas es la PCR; una de sus
variantes es la PCR multiple (mPCR) la cual permite utilizar 2 o mas pares de
oligonucledtidos para detectar diversos blancos moleculares los cuales pueden ser
regiones conservadas del genoma bacteriano, regiones hiper variables, factores de
virulencia, linajes moleculares, e inclusive distinguir entre organismos de diferente especie
o subespecie (Edwards y Gibbs, 1994). Con el paso de los afios y el avance de la tecnologia
se desarrollaron nuevas metodologias basadas en la PCR las cuales no solo incrementaban
las ventajas y disminuian costos, sino que se adecuaron a las necesidades de los

laboratorios e inclusive al trabajo de campo.
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Figura 1 Agares selectivos para el aislamiento de Listeria spp.

Notese la coloracion verdosa con halo negro caracteristico de las colonias de Listeria.
Izquierda Agar PALCAM; derecha Agar Oxford. Tomado de:
https://www.merckmillipore.com/MX/es/product/PALCAM-Listeria-Selective-agar-
Base,MDA CHEM-111755
http://www.merckmillipore.com/MX/es/product/Oxford-Listeria-Selective-Agar-

Base,MDA CHEM-107004

2.3 Listeria spp.
2.3.1 Generalidades.

El primer registro referente a Listeria data del afio 1926 cuando E. G. D. Murray,
Webb, y Swann aislan por primera vez una bacilo muy corto Gram positivo causante de
varias muertes en conejos de laboratorio, esta bacteria no tenia similitud con ningiin género
bacteriano conocido hasta la fecha, por lo cual catalog6 a este patbgeno como Bacterium
monocytogenes. No fue hasta que J. H. H. Pirie en 1940 le diera el nombre al género Listeria
(En honor al célebre cirujano Joseph Lister) a las bacterias con forma de bacilos Gram

positivos, catalasa positivos.

Durante los casi 100 afios desde su descubrimiento, Listeria monocytogenes ha
causado miles de muertes alrededor del mundo, debido a su facil diseminacion y ubicuidad
alrededor del mundo; Listeria spp. pasé a convertirse en un problema de salud publica

siendo los alimentos el principal foco de infeccion.
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Listeria es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, no formadora de
endosporas. Debido a su gran capacidad de resistencia es capaz de desarrollarse en
temperaturas desde 4 °C hasta 40 °C ademas de resistir la salinidad y la acidez (Madigan
et al., 2009). Morfol6gicamente las colonias de Listeria suelen ser pequefias (1-2 mm de
diametro) y es capaz de sobrevivir durante largos periodos en superficies inertes como
suelo o rocas, sin embargo se ha aislado mayoritariamente en heces de rumiantes (Griffiths,
2003).

2.3.2 Taxonomia (ITIS, 2018).

Phylum: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
Familia: Listeriaceae
Género: Listeria

En la actualidad se conocen 18 especies de Listeria. L. monocytogenes, L. innocua,
L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri y L. marthii son consideradas como especies sensu
stricto dentro del género Listeria (Volokhov, et al., 2002); por otra parte L. aquatica, L.
booriae, L. cornellensis, L. costaricensis, L. grayi, L. fleischmannii, L. floridensis, L.
grandensis, L. newyorkensis,, L. rocourtiae, L. riparia y L. weihenstephanensis son
catalogadas como especies sensu lato (Nufiez-Montero et al., 2018a; Orsi y Wiedmann,
2016; Volokhov et al., 2002). Dicha agrupacion se basa en la semejanza genética y
bioquimica de estas especies respecto a L. monocytogenes (Figura 2); por lo tanto las
especies sensu stricto son capaces de crecer a temperaturas bajas, tienen motilidad
dependiente de temperatura, ademas de ser catalasa positivos e incapaces de reducir el
nitrito en nitrato, mientras que las especies sensu lato no muestran alguna(s) de estas

caracteristicas (Henk C. den Bakker et al., 2014).
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Figura 2 Mapa filogenético de las especies sensu stricto y sensu lato de Listeria. Tomado
de Chiara et al. (2015)

2.3.3 Genoma.

Listeria monocytogenes es la especie mas estudiada del género, esta especie
alberga un genoma relativamente corto de 3 Mpb, el cual se encuentra altamente
conservado entre las distintas especies (Cuadro 2), asi mismo su genoma cuenta con
aproximadamente 2,800 genes codificantes y 53 genes de ARNt (Casey et al., 2015). Las
diferencias entre cada una de las especies que comprende el género Listeria puede llegar
a ser minima, dentro de las cuales se pudieran encontrar desde genes de multiresistencia
a drogas hasta plasmidos. Un punto a recalcar es que el genoma mantiene diversos
mecanismos de evolucién genética, siendo los elementos moviles (Transposones) y loci
hipervariables los principales precursores de variabilidad genética (Kuenne et al., 2013),
mientras que el mantenimiento de la longitud del genoma esta dirigido por multiples eventos
de perdida de genes, lo cual ha derivado en cepas menos virulentas. Estos eventos, en
consecuencia han permitido la adaptacion de las cepas a un estilo de vida saprofito,
ademas la longitud del genoma se conserva entre 2.7 y 3.2 Mpb limitando la adquisicion de

nuevos genes (Henk C den Bakker, Cummings, et al., 2010).

27



Cuadro 2. Caracteristicas genéticas de las especies del género Listeria.

Genomaen Genes Genes .
Nombre ob % GC codificantes  de ARN Referencia/RefSeq
Sensu stricto

Listeria monocytogenes 2,944,528 39 2853 67 (Glaser et al., 2001)
EGD-e (serovar 1/2a)
Listeria innocua CLIP 3,011,209 37 2973 66 (Glaser et al.,2001)
11262
(serovar 6a)
Listeria ivanovii subsp. 2,928,879 36.9 2650 85 (Buchrieser et al.,
ivanovii PAM 55 2011)
Listeria seeligeri serovar 1/2b 2,797,636 37.3 2710 85 (Steinweg et al., 2010)
SLCC3954
Listeria welshimeri serovar 6b 2,814,130 36.4 2774 84 (Hain et al., 2006)
SLCC5334
Listeria marthii FSL S4-120 2,884,550 36.8 2,963 ND (den Bakker et al.,

2010)

Sensu lato

Listeria aquatica FSL S10- 2,601,150 39.5 1976 60 NZ_AOCG00000000.1
1188
Listeria booriae strain FSL 3,436,960 42.1 3162 57 NZ_JNFA00000000.1
A5-0281
Listeria cornellensis FSL F6- 3,347,830 41.9 2828 60 NZ_AODEO00000000.1
0969 c18
Listeria costaricensis ND ND ND ND (Nufiez-Montero et al.,

2018b)
Listeria grayi DSM 20601 2,658,710 415 2453 52 NZ_ACCR00000000.2
Listeria fleischmannii subsp. 2,817,512 38.6 2923 50 (den Bakker et al.,
coloradonensis subsp. nov 2013)
L. floridensis FSL S10-1187 2,794,390 41 2302 59 NZ_AODF00000000.1
Listeria grandensis FSL F6- 3,181,730 42 2759 63 NZ_AODDO00000000.1
0971 c2
L. newyorkensis 3.50696 43 3238 ND (Weller et al., 2015)
Listeria rocourtiae FSL F6- 3,216,750 40 2735 62 NZ_AODKO00000000.1
920 c6
L. riparia FSL S10-1204 3,291,040 41 2837 59 NZ_AODL00000000.1
Listeria weihenstephanensis 3,374,440 41 3,226 70 NZ_AODJ00000000.1

FSL R9-0317




2.3.4 Factores de virulencia.

Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii son los agentes etiologicos de la
listeriosis en humanos y bovinos respectivamente. Los mecanismos de patogenicidad estan
regulados por diversos factores de virulencia, los cuales dependen de diversos estimulos

para ser activados ya sea por temperatura, pH, entre otros.

Los factores de virulencia estan codificados en el cromosoma bacteriano,
especificamente se encuentran localizados en la Isla de patogenicidad 1 de Listeria (LIPI-
1 por sus siglas en inglés), esta isla contiene a los genes prfA, pIcA, hly, mpl, actA y plcB.
Este conjunto de genes es conocido como Cluster genético prfA el cual codifica para
funciones de movilidad intra e inter-celular, supervivencia en el interior de la célula huésped,
B hemodlisis, entre otras (den Bakker et al., 2010). El cluster prfA se encuentra conservado
en varias especies del género Listeria, entre las cuales se encuentran L. monocytogenes,
L. ivanovii, L. seeligeri (Volokhov et al., 2006). Las evidencias mostradas en los analisis
genéticos sugieren que el ancestro comun de Listeria adquirié en su cromosoma la isla de
patogenicidad LIPI-1, que con el paso de los afios fue divergiendo hasta llegar a especies
que conservan la isla y otras mas que no la poseen (Figura 3), una evidencia de esta teoria
es la existencia de cepas de L. innocua que contienen laisla LIPI-1 capaces de reproducirse

en el interior de células de mamifero in-vitro (Johnson et al., 2004; Volokhov et al., 2007).

L. ivanovii ademas de contener la isla LIPI-1, tiene una isla de patogenicidad extra
llamada LIPI-2 la cual es especie-especifica. Esta isla de patogenicidad contiene diez genes
de la familia de las internalinas (i-inl E/F/G/H/I/J/B/K/L/B2) y un gen smcL
(transcripcionalmente independiente de prfA), estos genes se encuentran flanqueados por
un gen de ARNt®9 al extremo 5’ y un gen ydel al extremo 3'. La presencia de estos genes
le confiere a L. ivanovii colonizar células con membranas ricas en Esfingomielina ademas
de inducir apoptosis, mecanismo por el cual se hipotetiza la carencia de L. ivanovii para
producir meningoencefalitis (Dominguez-Bernal et al., 2006).
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Figura 3 Adquisicion de la isla de patogenicidad 1 de Listeria (LIPI-1). Tomado de Vazquez-
Boland et al. (2001).

2.3.5 Genes clave en la patogenia de Listeria.

El cluster prfA contiene una bateria de genes necesarios para la invasion,
adherencia, replicacion y diseminacion de la bacteria en el huésped (Cuadro 3). Estos
genes se encuentran regulados por el gen prfA el cual codifica para la proteina PrfA, un
factor de transcripcion de la familia Crp-Fnr (Portman et al., 2017). Esta proteina activa 3
sets de genes dependiendo de la etapa de infeccion en la que se encuentre la bacteria; (i)
InlA,B (Internalinas A y B) encargadas de la adhesion y reconocimiento de la célula
huésped, (ii) LIPI-1 encargado de la diseminacién y supervivencia en el fagosoma, (iii) InIC
necesaria para la invasion de células vecinas (de las Heras et al., 2011). La activacion de
la transcripcién de estos genes esta determinado por la temperatura, estudios recientes han
descubierto que a bajas temperaturas (<30 °C) la secuencia SD (Shine-Dalgarno) se ve
obstruida por una estructura secundaria que impide su traduccién, sin embargo, cuando la
temperatura asciende a 37 °C, la estructura secundaria se desestabiliza y permite el
reconocimiento de la secuencia SD a los ribosomas (Hamon et al., 2006). PrfA es la proteina
mas importante en el proceso infectivo de Listeria, si esta proteina se encuentra mutada
(Mutacién sin sentido, perdida de sentido o con cambio de marco de lectura) la invasién no

es posible y por lo tanto se traduce a una cepa no virulenta (Maury et al., 2017).
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La supervivencia de la bacteria en el estbmago y el tracto gastrointestinal esta
directamente relacionada con el factor Sigma B (sigB), este es capaz de reconocer
secuencias promotoras de diversos genes relacionados con la resistencia al pH,
osmolaridad, temperatura, etanol, oxigeno e inclusive con el factor prfA (White et al., 2015).
El factor sigB regula directamente los genes bsh (Hidrolasa biliar) (Zhang et al., 2011),
OpuC (transportador de osmolitos) (Angelidis et al., 2002; Sleator et al., 2001), inlA e InIB
(Kazmierczak et al., 2003); ademas se ha descubierto que sigB es capaz de contribuir en

la formacion de biofilm (van der Veen y Abee, 2010).

Cuadro 3. Factores de virulencia involucrados en la patogenia de Listeria.

Gen Proteina Funcién

prfA PrfA (Factor regulador positivo A) Activador transcripcional

ActA (Proteina inductora de Motilidad intra-intercelular

actA \ . dependiente de actina, evasion
ensamblaje de actina) :
de autofagia
Formacion de poro para
hly LLO (Listeriolisina O) escapar de la vacuola
fagocitica
inlA InlA (Internalina A) Reconocimiento de E-
cadherina
. . Reconocimiento de HGF
inlB InIB (Internalina B) (Hepatocyte Growth Factor)
inlC InIC (Internalina C) Permite la invasion a células
adyacentes
plcA PIcA (Fosfatidilinositol fosfolipasa C) Lisis del fagosoma
mpl Mpl (Precursor zinc Metaloproteasa) Procesa al precursor de la PlcB
plcB PIcB (Fosfatidilcolina fosfolipasa C) Lisis del fagosoma
htp Htp (Proteina transportadora de Crecimiento en el interior de la

hexosa fosfato) célula huésped

Modificado de (Hadjilouka et al., 2018; Mostowy y Cossart, 2012; Rajabian et al., 2009; Vera
et al., 2013)
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2.3.6 Mecanismo molecular de infeccion.

Una vez que Listeria ha sido ingerida mediante un alimento contaminado, el primer
paso para la supervivencia de la bacteria es resistir el pH del estdbmago; el sistema GAD es
el encargado de contrarrestar dichas condiciones mediante la descarboxilacion de
Glutamato a GABA, el cual es transportado fuera de la bacteria mediante un sistema de
antiporters. Este proceso necesita iones H+ para el intercambio Glutamato:GABA, ademas
de generar amonio y CO2 (Cheng et al., 2013; Cormac G. M. Gahan y Hill, 2014) (Figura
4a). Subsecuentemente al paso por el estbmago, en el intestino delgado los niveles de pH
cambian, asi como las concentraciones de osmolitos tales como las sales biliares; estas
moléculas son contrarrestadas mediante una serie de proteinas que permiten internalizar
péptidos (OppA), sacar sales biliares (BIlE) e hidrolizar bilis (Bsh) (Figura 4b) (Van der Veen
y Abee, 2011).

El paso de Listeria por el tracto gastrointestinal le permite infectar células no
fagociticas. La bacteria es capaz de replicarse exitosamente en enterocitos, células M,
hepatocitos, fibroblastos y neuronas. El proceso de invasion en células enterociticas da
comienzo mediante el reconocimiento de InlA e InIB con sus respectivos blancos
moleculares en la membrana celular. En el caso de InlA, se une con una alta afinidad a la
E-cadherina, mientras que la InIB se ancla al receptor Met (Receptor del factor de
crecimiento de hepatocito) y a GAG (Glicosaminoglicanos) (Pizarro-Cerda et al., 2012). La
interaccidn de las internalinas con sus respectivos receptores activa una serie de cascadas
de sefalizacién que repercuten en la endocitosis mediada por clatrina (Cossart y Toledo-
Arana, 2008). Si bien ambas internalinas son utilizadas para la internalizacion de la bacteria,
entre ellas existen diferencias que les permiten actuar en diferentes circunstancias; la
especificidad de InlA por unirse a la E-cadherina permite que Listeria sea capaz de
atravesar la membrana de la placenta, siendo los sincitiotrofoblastos y los citotrofoblastos
las células blanco (Seveau et al., 2007). Por otra parte, se ha observado que InIB es
necesaria para la invasion de diversos tipos celulares, ademas de que esta proteina puede
existir de manera no anclada a la pared celular de la bacteria. InIB soluble es capaz de

interactuar con el receptor Met y con componentes de la matriz extra celular como GAGs,
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la interaccién de InIB con sus dos tipos de receptores propicia un efecto sinérgico el cual

eficientiza la invasion de Listeria en las células (Jonquiéres et al., 2001).

El escape del endosoma es un proceso regulado por prfA, durante el proceso de
endocitosis, la temperatura y el pH del microambiente en el que se encuentra la bacteria
propicia la activacion de los genes hly, pIcA y plcB. El gen hly codifica para la listeriolisina
O (LLO); los mondémeros de esta proteina se anclan a la membrana del endosoma formando
un poro que permite la liberacion de la bacteria al citosol de la célula. Asi mismo, PIcB y en
menor medida PIcA son sintetizadas para lisar la membrana del endosoma y permitir la
liberacién de la bacteria al citosol (Kayal y Charbit, 2006). Cuando la bacteria es liberada
del endosoma, prolifera en el interior celular dividiéendose y activando el gen atcA, este gen
codifica para la proteina inductora de ensamblaje de actina (ActA); esta proteina se
encuentra en el exterior de la pared celular y permite utilizar los filamentos de actina del
citoesqueleto y utilizarlos como propela, polimerizando actina para llegar hasta la
membrana celular del huésped. Cuando la bacteria interactia con la membrana, la bacteria
invade las células adyacentes llevandose parte de la membrana de la célula inicial; este
paso deja a la bacteria dentro de un endosoma de doble membrana del cual escapara
utilizando la bateria de proteinas LLO, PIcA y PIcB; reiniciando el ciclo infectivo y
propagandose a torrente sanguineo y célula-célula (Figura 4c) (Pizarro-Cerdé et al., 2012)
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2.3.7 Reservorios

Listeria spp. es una bacteria cosmopolita, su facil transmisién y gran capacidad de
adaptacion le ha permitido colonizar diversos tipos de ambientes y superficies. Estudios
realizados por diversos grupos de investigacion han encontrado que Listeria puede ser
aislada en agua, vegetacion y suelo; siendo el agua contaminada y el forraje contaminado
u otros alimentos, los principales factores que contribuyen a la transmision de esta bacteria
en diferentes poblaciones humanas y silvestres (lvanek et al.,, 2006). La capacidad de
Listeria para adaptarse a diversas condiciones ambientales y nutricias le ha permitido
colonizar diversos tipos de superficies; se ha encontrado una baja prevalencia de esta
bacteria en pieles de bovino y cadaveres (Camargo et al., 2014), lo cual puede ser un indicio
de un estilo de vida saprofito; sin embargo la capacidad para sobrevivir en superficies inertes
como mesas de trabajo, pelajes y otros es quiza la caracteristica mas peligrosa en la
transmision de Listeria. Uno de los puntos menos estudiados es la posibilidad de
transmision zoonotica; Listeria es capaz de sobrevivir en el cuerpo de una gran diversidad
de animales sin llegar a presentar signos ni sintomas relacionados a la listeriosis; Weindl y
colaboradores en 2016 lograron identificar a L. monocytogenes en contenido ruminal de
ciervo rojo sano. Asi mismo, se ha logrado identificar L. monocytogenes en las amigdalas,
carne y heces de jabalis sanos (Hayashidani et al., 2002; Wacheck et al., 2010) es decir
estos animales son reservorios de Listeria. Si bien la presencia de la bacteria no tiene ningun
riesgo inminente a la salud de estos animales, la transmision de la bacteria si puede ocurrir.
Diversos estudios respecto a la ocurrencia de Listeria en poblaciones de fauna silvestre han
encontrado que un gran numero de aves, mamiferos, reptiles y anfibios son reservorios de
Listeria, siendo los cuervos y los monos los principales reservorios de esta bacteria (Yoshida
et al., 2000). En poblaciones de animales domésticos, se ha encontrado una alta
prevalencia de Listeria en heces; siendo las ovejas, cabras, perros, gatos y ratas los
principales exponentes de esta categoria, asi mismo se ha encontrado la presencia de L.

monocytogenes en heces de humanos aparentemente sanos (Schoder y Wagner, 2012).
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2.4 Tlacuaches.
2.4.1 Generalidades.

Los tlacuaches son mamiferos de gran importancia ecolégica. En México se
conocen 8 especies de marsupiales pertenecientes al orden Didelphimorphia: Marmosa
mexicana, Tlacuatzin canescens, Caluromys derbianus, Chironectes minimus, Metachirus
nudicaudatus, Philander opossum, Didelphis marsupialis y Didelphis virginiana (Medina-
Romero et al., 2012).

El tlacuache nortefio (Didelphis virginiana) es el marsupial con mayor distribucion
del orden, abarcando desde el sureste canadiense hasta Costa Rica. El tamafio del
tlacuache es relativamente grande llegando a pesar hasta 3 Kg y medir hasta 1 m de cola a
nariz. En México se han encontrado dos subespecies: Didelphis virginiana californica y
Didelphis virginiana yucatanensis. Estas difieren una de la otra respecto a la coloracion del
pelaje, siendo mas palido en la subespecie californica, mientras que la subespecie

yucatanensis tiene el pelaje mas oscuro. (Zarza y Medellin, 2005).

2.4.2 Clasificacion Taxonomica (ITIS, 2018).

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia
Orden: Didelphimorphia
Familia: Didelphidae
Geénero: Didelphis

Especie: Didelphis virginiana
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2.4.3 Habitat.

Los tlacuaches de la especie D. virginiana suelen encontrarse ampliamente
distribuidos en norte américa. Su capacidad de adaptacion les permite habitar en muchos
tipos de habitat; se han avistado tlacuaches de esta especie en tierras bajas, zonas
boscosas, pantanos, marismas e inclusive se han logrado adaptar a los ambientes urbanos
(Zarza y Medellin, 2005).

D. virginiana suele establecerse en madrigueras (ocupadas generalmente una
hembra con sus crias) como troncos caidos, huecos grandes entre las rocas e inclusive
pueden utilizar madrigueras abandonadas de otros animales (Zarza y Medellin, 2005). Su
nicho ecologico le permite regular poblaciones de insectos, ademas de ser presas
recurrentes de zorros, perros ferales, serpientes, buhos y coyotes, sin embargo se ha
reportado que D. virginiana es resistente al veneno de algunas serpientes (Werner y Vick,
1977).

2.4.4 Alimentacion y tracto gastrointestinal.

La alimentacioén de los tlacuaches es sumamente adaptable y variada. Dependiendo
del habitat donde se encuentren; se ha observado que en zonas no antropizadas, estos
especimenes suelen alimentarse de insectos, pequefios invertebrados, frutos, semillas y
carrofla, mientras que en ambientes donde se encuentren con un alto contacto con el
humano, los tlacuaches se pueden alimentar de insectos, aves pequefias, roedores
pequefios, basura, desechos alimenticios y alimento para mascotas (McRuer y Jones,
2009).

El tracto gastrointestinal del tlacuache (Figura 5b) se caracteriza por tener un
intestino grueso corto, aunque cuenta con un ciego bien desarrollado que le permite digerir
alimentos ricos en celulosa, ademas cuenta con un intestino delgado largo que conecta con
un estomago monocavitario. En contraste con los roedores, los tlacuaches tienen una
glandula biliar bien desarrollada (Tardieu, 2017). La diversidad microbiana del tracto
gastrointestinal de D. virginiana ha sido poco estudiada. Diversos estudios han encontrado
que el tracto gastrointestinal de los tlacuaches nortefios se encuentra parasitada por una
gran cantidad de cestodos, nematodos y trematodos (Jiménez et al.,2011; Monet-Mendoza
et al., 2005), asi mismo la carga bacteriana se compone en su mayoria por proteobacterias
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de las cuales, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Lactobacillus y Salmonella

spp. (Rodriguez et al., 1992).

2.5 Ardillones.
2.5.1 Generalidades.

Los ardillones de la especie Otospermophilus variegatus (anteriormente llamados
Spermophilus variegatus) son considerados por la gente como ardillas debido a su
apariencia similar, sin embargo difieren de las ardillas en muchos aspectos. Los ardillones
se encuentran distribuidos en gran parte del territorio nacional y el centro de Estados Unidos.
Su tamanio es relativamente grande comparado con el de una ardilla, logrando medir 50 cm
de los cuales aproximadamente el 40 % corresponde a la longitud de la cola; ademas
pueden llegar a pesar hasta 900 g, los ojos son grandes y su pelaje suele ser oscuro de
tonos griseos con moteados blancos en el dorso, mientras que en la parte ventral suele ser
de tonos claros a grises e incluso cafés; sin embargo en el norte del pais suelen ser

completamente negros (Valdéz Alarcén y Ceballos, 2005).

2.5.2 Clasificacion taxonémica (ITIS, 2018).

Reino: Animalia

Phylum: Chodata

Clase: Mammalia

Orden: Rodentia

Familia: Sciuridae

Género: Otospermophilus (antes Spermophilus)

Especie: Otospermophilus variegatus
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2.5.3 Habitat.

Los ardillones de roca son muy adaptables a las condiciones ambientales; se han
avistado estos especimenes en ambientes que van desde climas templados como bosques
de pinos, encinos, hasta zonas semiaridas, zonas de cultivos y semiurbanas. Suelen
albergarse en madrigueras a nivel del suelo hechas por ellos mismos o entre las rocas. La
actividad de estos especimenes es tipicamente diurna, llegando a observarse un pico de
actividad a medio dia (Valdéz Alarcon y Ceballos, 2005).

2.5.4 Alimentacién y tracto gastrointestinal.

La alimentacion del ardillén es omnivora, siendo su principal fuente de alimento los
insectos, las semillas y frutos, dependiendo del habitat también pueden comer carrofia,
basura e incluso serpientes (BISON-M, 2017). Se ha observado que dependiendo de la
estacion del afo, tienden a preferir el consumo de ciertos alimentos, por ejemplo en
primavera suelen consumir mayormente las flores del agave y otras cactaceas, durante el
otofio se incrementa la alimentacion a base de semillas y bayas; sin embargo durante todo
el afio se ha visto que los ardillones depredan los nidos de las aves robando sus huevos,
ademas de consumir insectos y pequefas lagartijas (Armstrong et al., 2011).

La estructura gastrointestinal del ardillon corresponde al de un omnivoro, al igual
que los tlacuaches cuenta con un estbmago monocavitario, intestino delgado largo ademas
de un ciego bien desarrollado que le permite la digestion de materia vegetal y un colon corto,
sin embargo morfol6gicamente es mas parecido al tracto gastrointestinal de las ardillas
(Figura 5a). La diversidad microbiana del tracto gastrointestinal de O. variegatus ha sido
estudiada con anterioridad, estudios parasitolégicos han encontrado una gran cantidad y
diversidad de parasitos asociados al tracto gastrointestinal; en la subespecie O. variegatus
grammurus se han encontrado parasitos del género Eimeria (Thomas y Stanton, 1994),
Trichinella, Taenia, Trichuris, Ostertagia (Jenkins y Grundmann, 1973). O. variegatus es
reservorio de una gran diversidad de bacterias de importancia médica como Yersinia pestis
(Poland y Dennis, 1969), Borrelia spp., Anaplasma (Fleer et al., 2011), Morganella, proteus
y Pseudomonas (Cloud-Hansen et al., 2007).
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Figura 5 Representacion del tracto gastrointestinal de ardilla y tlacuache.
A. Tracto gastrointestinal de Sciurus aberti. Modificado de Murphy y Linhart, 1999

B. Tracto gastrointestinal de Didelphis virginiana. Modificado de Tardieu, Adogwa y Garcia,
2017.
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3. Justificacion

La listeriosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos con mayor
mortalidad. Las medidas tomadas para evitar su propagacion estan rigurosamente
establecidas en México y el mundo, sin embargo los agentes causales de esta enfermedad
(Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii) se encuentran ubicuamente (suelo, agua, heces,
etc.). El potencial zoondtico de la listeriosis es un tema a consideracion no solo por la

letalidad de la enfermedad sino por la gran capacidad de adaptacion de la bacteria.

El estado de Querétaro ha mostrado en los ultimos afios una gran expansion
demografica, la constante demanda de viviendas ha provocado que la fauna local se
desplace a las zonas marginales de la ciudad o inclusive se haya forzado a convivir con el
humano. El tlacuache nortefio o zarigieya (Didelphis virginiana) y los ardillones
(Otospermophilus variegatus) son dos mamiferos cuyos habitats han sido completamente
invadidos por el humano. Ambas especies han sobrevivido gracias a su capacidad de
adaptacion al medio antropico, teniendo que alimentarse de la basura como resultado de la
disminucién de sus fuentes de alimento naturales. Hasta la fecha no existen reportes que
prueben si estas dos especies son reservorios de Listeria spp, ni las consecuencias de la
interacciéon Fauna urbana-humano, por lo cual es importante determinar la prevalencia de

este género bacteriano.
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4. Hipotesis

Didelphis virginiana y Otospermophilus variegatus son reservorios de Listeria spp.

5. Objetivos

Objetivo general.

e Determinar la existencia de bacterias del género Listeria en dos especimenes

de fauna urbana: Didelphis virginiana y Otospermophilus variegatus.

Obijetivos especificos.

e Estandarizar una prueba molecular para la deteccion de Listeria spp.
e Determinar la existencia de Listeria spp. en el tlacuache D. virginiana.
e Determinar la existencia de Listeria spp. en el ardillén O. variegatus.

e Estimar la prevalencia de Listeria spp. en los especimenes de fauna urbana.
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6. Metodologia

6.1 Muestreo.
6.1.1 Consideraciones bioéticas.

El protocolo de procesamiento de muestras fue sometido y aprobado por el comité
de bioética de la facultad de ciencias naturales de la universidad autonoma de Querétaro
(Apéndice 1).

6.1.2 Medidas de seguridad e higiene.

La sustraccion de los especimenes de las trampas se llevé a cabo con guantes
protectores de carnaza o piel, mientras que para el manejo, mediciones y toma de muestras
se utilizaron guantes de nitrilo. Después de haber tomado la muestra rectal, se lavaron los
guantes con etanol al 70 %. De acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2007 los residuos
potencialmente patdgenos como hisopos con sangre, 0 heces, agujas, guantes y sanitas

fueron dispuestos en bolsas o envases de polipropileno de color Rojo.

6.1.3 Manejo y captura.

La captura de especimenes tanto de ardillones como de tlacuaches se llevé a cabo
por la M. en C. Gabriela Arteaga, quien determino los sitios de captura, manejo de trampas
y especimenes, toma de constantes fisioldgicas, anestesia, toma de sangre y liberacién
(Arteaga Salazar, 2017; Olvera-Ramirez et al., 2017) Para la captura de tlacuaches se
utilizaron trampas tomahawk de una sola puerta, mientras que para los ardillones se usaron
trampas Sherman (Gallina y Lopez-Gonzalez, 2011) usando como carnadas sardinas con
vainilla para tlacuaches y una mezcla de avena con cacahuates naturales para ardillones.

Una vez capturados, se cubrieron con una manta para reducir el estrés de los especimenes.

Se establecieron dos sitios de captura para tlacuaches (zona residencial Zibata y
Centro universitario), mientras que para los ardillones se establecio una division por

cuadrantes dentro del sitio de captura (Alameda Hidalgo).

Se administrd Tiletamina Zolazepam (Zoletil® 100) a una dosis de 15 mg/Kg. Para

la inyeccion intramuscular del anestésico se utilizd una prensa casera suave que permitio
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empujar al Ardillén o tlacuache hasta el fondo de la trampa para inmovilizarlo y aplicar el
farmaco. Se dej6 actuar el anestésico y se extrajo al espécimen de la trampa para la toma
de muestras y constantes fisioldgicas siendo las muestras de hisopados rectales las

necesarias para el presente trabajo.

6.1.4 Toma de muestras rectales.

Tanto para Tlacuaches como ardillones se tom6 una muestra rectal usando un
hisopo estéril con medio de transporte AMIES. Dicha muestra se tomo introduciendo la
totalidad del algoddén en el recto del espécimen girando 180° de izquierda a derecha y
viceversa, posteriormente se introdujo el hisopo en el medio de transporte AMIES; se rotulo

el tubo de transporte con el nimero de identificacibn como se muestra a continuacion:
Espécimen: A/T (Ardillén o Tlacuache)
Sitio de captura (En tlacuaches): Cu/Zi (Centro Universitario o Zibatd)
Numero de espécimen: 1-100 Ardillones/ 1-36 por sitio con Tlacuaches

Los hisopados fueron refrigerados a 4° hasta su procesamiento en el laboratorio de
Microbiologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma

de Querétaro.

6.2 Procesamiento de las muestras de ardillones y tlacuaches.
6.2.1 Pre-enriguecimiento.

Para el aislamiento de Listeria sp. se llevé a cabo la metodologia establecida en la
NOM-143-SSA1-1995 con las siguientes modificaciones:

Como primer paso, se modificé la cantidad de caldo nutritivo estandarizando a 10ml
de Agua Peptonada (AP) para cada uno de los hisopados en tubos conicos de 15 ml. Cada
hisopo fue cortado a una longitud maxima de 5 cm con unas tijeras de acero las cuales se
flamearon con alcohol 96° entre cada muestra. Cada uno de los hisopados en AP se
incubaron a 37 °C durante 24 horas. Una vez transcurrido el periodo de incubacion, se

tomaron 4 alicuotas; dos para extraccién de ADN (1ml c/u) y dos para crio-preservacion en
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glicerol al 50 % v:v (700 pl glicerol 100%: 700 pul de cultivo), dichas alicuotas se congelaron
a 0 °C hasta su uso.

6.2.2 Extracciéon de acidos nucleicos.

Se realizo la extraccion de ADN por lisis térmica propuesta por (Dashti et al., 2009)
modificado; para la lisis se tomaron 200 pl del cultivo inicial congelado en AP, posteriormente
se centrifug6 a 14,000 rpm 2 minutos para obtener un precipitado bacteriano, se descarto
el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con 300 pl de agua destilada estéril centrifugando
a 14,000 rpm por 2 minutos entre cada lavado. Tras el ultimo paso de lavado se resuspendio
el precipitado bacteriano en 50 pl de agua destilada estéril y se incubaron a 100 °C por 10
minutos mezclando generosamente cada 5 minutos, por ultimo se centrifugé a 14,000 rpm
por 2 minutos tomando 40 pl del sobrenadante. El producto obtenido se utiliz6 para las

reacciones de PCR.

6.2.3 Deteccién molecular de Listeria spp. por PCR.

Para identificar cuantos individuos tienen presencia de Listeria spp se realiz6 un
ensayo de filtracion en el cual se usé la técnica de PCR con los oligonucleétidos utilizados
por Garrido et al., 2013 (Cuadro 4) los cuales son segun los autores, especificos para L.
monocytogenes, sin embargo tras analizar estos oligonucle6tidos con herramientas
bioinforméticas y ensayos de laboratorio, se descubrié que también son Utiles para la

identificacion de Listeria innocua.

Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado con las cantidades mostradas
en el Cuadro 5. Los parametros de corrida para el termociclador se estandarizaron para

cada par de oligonucleétidos los cuales se encuentran representados en la Figura 6.
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Cuadro 4. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo para la deteccion de Listeria spp.

Gen blanco Nombre Secuencia 5’-3’ Amplicon Referencia
Prs Prs-F GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
Posible 370pb  (Ryu et al., 2013)
fosforibosil fosfato
sintetasa Prs-R  CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG
prfA LIP1-F GATACAGAAACATCGGTTGGC
251 pb (Garrido et al., 2013)
regulador
transcripcional de  LIP2-R  GTGTAATCTTGATGCCATCAG G
listeriolisina
actA ActA-F AAGTGGCGAAAGAGTCAGTTGC . .
(Milohanic et al.,
- 121pb 5h03)
proteina inductora ACTTTAGGGAAAAATGGTTGTTG
de ensamblaje de  ActA-R GT
actina
ap Ino2F ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC 870 pb (Bubert et al., 1999)
LislBR TTATACGCGACCGAAGCCAAC
Probable
endopeptidasa
P60 PLisl-F ATGAATATGAAAAAAGCAAC (Rattanachaikunsopo
450 pb n y Phumkhachorn,
Prin-R GTTTAACAACTGGAGTGCTAGT 2012)
- (Liu et al, 2004
namA liv-22F CGAATTCCTTATTCACTTGAGC 463 pb Huang et al., 2007;
N-acetil ) Mazza et al., 2015)
. liv-22R  GGTGCTGCGAACTTAACTCA
muramidasa
(Hogg vy Lehane,
16S 8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1999; Takahashi et
1.6 kb i
Gen del ARN al., 2014; Zoetendal
en @e 1510R GGTTACCTTGTTACGACTT etal., 1998)

ribosomal 16S
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Cuadro 5. Componentes de reaccion para PCR

Componente Cantidad
Hot Start Master mix 6 ul
(Thermo) 2X
Oligonucleétido Sentido 0.4 pl
(10 pM)
Oligonucleétido 0.4 ul
Antisentido (10 pM)
Albumina Sérica Bovina 1.6 pl
(BSA) (Thermo)
(2 po/pl)
ADN 1u
(=50 ng/ul)
Agua libre de nucleasas cbp. 12 pl

: i
; !

95°C ' 95°C |

5min. 1 45 seg. i
I 72°C L 72°C
' Alineamiento. !
i 60 seg. i S min.
i 57 °C ,
l :
i 30 seg. |
i ! 12 °C
i 30 ciclos. !
| - i 0
0 !

Desnaturalizacion ; . .1 Extensién
. ! Desnaturalizacion. Extension. .
Inicial. ! ! Final.

Figura 6. Parametros de corrida para la PCR.

6.2.4 Visualizacién de productos de PCR en geles de Agarosa.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel, para lo cual

se prepararon geles de agarosa al 1.5 % en Buffer TAE (Tris, Acido Acético, EDTA). Se
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utilizé 1 pl de Buffer de carga Orange Green Dye Buffer 6x de Thermo y se mezclé con 5 pl
de producto de PCR mientras que el marcador de peso molecular se preparé 1:1 (vf: 2ul por

pozo). La electroforesis se corrid a 70 V por 45 minutos con TAE frio.

Aquellas muestras que mostraron amplificacion con los oligonucle6tidos Liply Lip2

en el tamafio esperado se catalogaron como presuntas positivas a Listeria spp. (Lip+).

6.2.5 Secuenciacion de acidos nucleicos y analisis.

Para corroborar la identidad del Amplicén obtenido en las muestras, tanto el control
positivo como una muestra al azar Lip+ fueron secuenciadas en la unidad de
Proteogenomica del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. La muestra y el control fueron
preparadas de acuerdo con las especificaciones recomendadas por la unidad de
Proteogendmica. Asi mismo, los aislamientos microbioldgicos fueron identificados mediante

la secuenciacion de la region ribosomal 168S.

Para el analisis de los electroferogramas de secuenciacion se utilizd el programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 2005), las secuencias fueron analizadas a mano
y guardadas en formato FASTA. Tanto la secuencia control como la muestra fueron
alineadas en el programa ApE (Davis, 2017) mediante alineamiento local, por ultimo se

utilizé el programa BLAST® (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para verificar que la

identidad de las secuencias obtenidas correspondieran a una especie del género Listeria.

6.2.5 Aislamiento selectivo de Listeria spp.

Las muestras presuntas positivas a Listeria fueron procesadas modificando la
metodologia de aislamiento propuesta por Martinez-Gonzéles et al. (2014, 2016) para el
crecimiento selectivo de Listeria en agar PALCAM segun Van Netten et al. (1989). Para este
propésito se utilizaron las muestras en crio-preservacion de tlacuaches y ardillones las
cuales fueron inoculadas en caldo Luria Bertani (LB) (50 ul en 2ml) y puestas a incubar a
37 °C por 24 horas, pasado el tiempo de incubacion se centrifugaron los tubos a 14,000 rpm
por 2 minutos y se descartd 1950 pl. Los 50 ul restantes de cada muestra se inocularon en
placas de Agar PALCAM segun Van Netten et al. (1989) suplementadas con Ceftazidima

pentahidratada a una concentracion de 15 ug/ml, las placas se incubaron a 37 °C por 48
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horas. Pasado el tiempo de incubacion se resembraron las colonias aisladas que
presentasen coloracion gris a negro sin halo amarillo en Agar PALCAM con 15 pg/ml de

Ceftazidima. Este procedimiento se repitio hasta obtener colonias aisladas y cultivos puros.

6.2.6 ldentificacion molecular de aislamientos de Listeria spp.

Las cepas aisladas que tuvieron las caracteristicas pertinentes a Listeria fueron
sometidas a una serie de pruebas que constaron de Tincién de Gram y PCR. Para la
reaccion de PCR se utilizaron oligonucleotidos especificos para Listeria monocytogenes,

Listeria innocua, Listeria ivanovii y el género Listeria (Cuadro 4).

Para la tincion de Gram, se realiz6 un cultivo en agar TS (Tripticasa de soya)
incubado a 37 °C por 24 horas. Se coloc6 una gota de 2 pl de agua destilada estéril en un
portaobjetos nuevo rotulado, acto seguido se tomd una colonia bacteriana con un asa
microbioldgica de platino y se procedié a la fijacién y tincion con los siguientes tiempos: 1
minuto cristal violeta, 1 minuto Lugol, 15 segundos Alcohol:Acetona, 1 min Safranina; se
realiz6 un lavado con agua destilada entre cristal violeta y lugol y un dltimo lavado al final.
Las tinciones se observaron en un microscopio de luz (UNICO G380) usando la técnica de

iluminacion Kholer.

6.3 Andlisis estadistico.

Para el andlisis de los datos se utiliz6 el paquete estadistico SPSS version 20 (IBM).
Se utiliz6 la prueba de Xi? para determinar la significancia de las prevalencias Lipl y Lip2+
y la prueba de exacto de Fisher para Prs+ (Abu Aboud et al., 2016) tanto para ardillones

como para tlacuaches.

Los datos obtenidos también se analizaron con el fin de obtener aquellos factores
gue puedan asociarse a la presencia de Listeria spp. Se calculo la razon de momios (Odds
Ratio OR) utilizando cada uno de los oligonucledtidos (Lipl y Lip2 y Prs) como prueba de
diagnoéstico y tomando en cuenta los siguientes aspectos como factores de exposicion /
riesgo: Edad, sexo y sitio de captura (cuadrantes 1-4 para ardillones y zona urbana y zona

periurbana para tlacuaches).
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Para la validacion de las pruebas de PCR de Lip 1/2 y Prs se realizé un modelo de
regresion lineal para determinar si los resultados obtenidos con ambas técnicas son
significativas. Para esto se normalizaron los datos tanto de ardillones como de tlacuaches,

tomando el valor maximo como 100% = 1.

7. Resultados

7.1 Estandarizacién de PCR.

Las temperaturas de alineamiento de cada par de oligonucleétidos fue determinada
in silico y experimentalmente mediante pruebas de gradiente de temperatura (Figura 7a),
se utilizé como control positivo de todos los oligonucle6tidos una cepa de L. monocytogenes.

La TM determinada para todos los oligonucleétidos fue de 57°C.

La especificidad de cada par de oligonucle6tidos se prob6 con la biblioteca de ADN
del laboratorio; siendo Citrobacter, Enterobacter, E. coli O157, E. coli XL1-Blue, S. enterica,
L. innocua y L. monocytogenes los ADN utilizados para las pruebas (Apéndice 2). Del total
de oligonucledtidos, solamente los Lipl y Lip2 fueron completamente especificos a 57 °C
(Figura 7c), mientras que Prs solamente mostro reactividad cruzada con E. coli XL1-Blue
(Figura 7b), por lo que se decidi6 utilizar estos dos pares de oligonucleétidos como primer
filtro para la deteccion de Listeria spp. EL control positivo y una muestra de ardillones Lipl
y Lip2+ fueron secuenciados, tras analizar las secuencias obtenidas se identific6 ambos

amplicones como L. monocytogenes.

La sensibilidad de los oligonucledtidos se determiné utilizando ADN de L.
monocytogenes en una reaccion de PCR utilizando concentraciones seriadas 1:10 desde
47 ng/ul hasta 4.7 pg/ul. Los oligonucleétidos Lipl y Lip2 demostraron ser mas sensibles,
logrando detectar hasta 47 pg de ADN, mientras que los oligonucleétidos Prs solamente

fueron capaces de detectar hasta 470 pg (Figura 8).
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Clroecey
S.entvica
L. invoce?
Pool
Pool
Gitmobacter
E. coli D157

Entervbacter

L. G OGOCHDRES

Figura 7. Estandarizacion de PCR.
A. Las pruebas de gradiente de TM se realizaron para todos los oligonucleétidos utilizados

(Imagen representativa).

B. Prueba de especificidad para los Oligonucledtidos Prs, noétese la amplificacion

inespecifica con E. coli (TM=57 °C).

C. Prueba de especificidad para los oligonucleétidos Lipl y Lip2 (TM=57 °C).
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Figura 8. Prueba de sensibilidad.

Carril 1 y 11, controles negativos; carril 2 y 12, marcador de peso molecular; carril 3 al 7,
reacciones para los oligonucledtidos Prs; carril 13 al 17, reacciones para los oligonucleétidos
Liply Lip2.

7.2 Prevalencia de Listeria spp.

En total, 35 % de ambos especimenes resultaron ser positivos a Listeria spp. con
los oligonucledtidos Lipl y Lip2 (47 especimenes: 43 ardillones y 4 tlacuaches) mientras
que solo el 9.6 % (13 especimenes: 11 ardillones y 2 tlacuaches) resultaron positivos con

Prs (Figura 9a-c).

La prevalencia obtenida con los oligonucledétidos Lipl y Lip2 es significativamente

independiente (p<0.01) a la de los resultados obtenidos con Prs (Cuadro 6).
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Figura 9. Estandarizacién de PCR.
A. Resultados de PCR con los oligonucleétidos Lipl y Lip2.
B. Resultados de PCR con los oligonucleétidos Prs.

C. Resultados agrupados por oligonucledétidos. Liply Lip2 (47); Prs (13); n=136.
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Cuadro 5 Comparacion estadistica entre oligonucledétidos utilizados.

Valor gl Sig. Sig. exacta
asintética  (bilateral)
(bilateral)
Chi-cuadrado de 24.719 1 000
Pearson
E§tad|st|co exacto de 000
Fisher
N de casos validos 272

7.2.1 Ardillones.

En total se lograron capturar 100 especimenes de ardillones; 81 de ellos fueron
adultos y 19 juveniles; la proporcion de sexos fue de 42 hembras y 58 machos. Los
resultados de PCR fueron los siguientes: 43 muestras fueron positivas (43 %) a la
amplificacion con los oligonucledtidos Lipl y Lip2 (Figura 11), mientras que para Prs
solamente 13 resultaron positivos (11 %) (Figura 12, Apéndice 4). La prevalencia de
Listeria spp. detectada con Lipl y Lip2 en cada uno de los cuadrantes de captura para
ardillones fue la siguiente: 45.5 % C1, 47.4 % C2, 41.2 % C3 y 43.33 % C4. En el caso de
Prs la prevalencia de Listeria por cada cuadrante fue: 0 % C1, 18 % C2,12 % C3Y 7 % C4
(Figura 10)

Al comparar las proporciones obtenidas tanto de Lipl y Lip2 y de Prs con respecto
del sitio de captura de los ardillones mediante la prueba de Xi?, se demostré que no hay
relacion entre estas. Por lo que la presencia de Listeria no esta relacionada con el sitio de

captura de los animales.
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Figura 10. Resultados de PCR por cuadrantes.

7.2.2 Tlacuaches

En el caso de los tlacuaches, se capturaron un total de 36 especimenes; 20 en
Centro Universitario y 16 en Zibata. Del total de tlacuaches 16 de ellos fueron juveniles y 20
adultos. La proporcién de sexos fue de 19 hembras y 17 machos. La prevalencia de Listeria
spp. fue muy baja; del total de los especimenes muestreados, solamente 4 (10.5 %)
resultaron ser positivos a Listeria spp. utilizando los oligonucleétidos Lipl y Lip2 (Figura 11)
mientras que para los oligonucledtidos Prs solo 2 tlacuaches (5.56 %) resultaron ser

positivos (Figura 12, Apéndice 3).

Al igual que con los ardillones, se analizé la prevalencia de Listeria spp. en ambos
sitios de muestreo (Zibata y Centro Universitario) para identificar si hay alguna asociacion
con la presencia de la bacteria. Para esto se realiz6 una prueba de exacto de Fisher (debido
a que la frecuencia esperada fue menor a 5). Los resultados de la prueba mostraron que no

hay una asociacion directa entre la presencia de Listeria y ambos sitios de muestreo.
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Figura 11 . Resultados de PCR con Lipl y Lip2 para Listeria spp.
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Figura 12 Resultados de PCR con Prs para Listeria spp.
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7.3 Aislamiento microbiolégico.

Para el aislamiento microbiologico, se realizaron las muestras presuntivas de
Listeria (Lipl y Lip2+y Prs+). En total se cultivaron 47 muestras en agar PALCAM, de estas,
solamente 19 mostraron tolerancia al antibidtico, de las cuales 17 mostraron caracteristicas
fenotipicas de Listeria (Figura 13a): colonias pequefias de 1mm a 2mm de diametro, color

negro a negro verdoso, halo negro o nulo, Gram + (Figura 13b).

Figura 13. Aislamiento selectivo para Listeria spp.

A. Morfologia colonial de los crecimientos en agar PALCAM (Foto representativa).

B. Tincion de Gram. Nétese la morfologia de la bacteria: bacilo muy corto Gram+.

Posteriormente al aislamiento, las cepas fueron sometidas a la identificacion
molecular con los genes Lipl y Lip2, Prs, Ino2 y Lisl, sin embargo, ninguno de estos
amplific6. Posteriormente se utilizaron los oligonucleétidos 8F y 1510R para la identificacion
de estos aislados, los cuales fueron identificados como E. coli, Enterococcus spp.,

Staphylococcus sciuri y Lysinibacillus spp (Apéndice 5).

7.4 Factores de riesgo

Los resultados obtenidos con la prueba Lipl y Lip2 para ardillones mostraron que
los factores de riesgo juvenil, hembra, C1, C2 y C4 tienen una mayor probabilidad de riesgo

de presentar Listeria spp. En contraste, los grupos adulto, macho y C3 muestran ser factores
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de proteccion. Los resultados para tlacuaches con la misma prueba muestran que los
factores de riesgo juvenil, macho y Zona urbana tienen mayor probabilidad de riesgo de
presentar Listeria spp. mientras que con los grupos adulto, hembra y zona periurbana

muestran ser factores de proteccion.

Los resultados obtenidos con la prueba Prs para ardillones mostraron que los
factores de riesgo adulto, hembra, C2 y C1 tienen una mayor probabilidad de riesgo,
mientras que juveniles, macho, C1, C3 y C4 muestran ser factores de proteccion. Para el
caso de tlacuaches solamente el factor de riesgo Macho tiene una mayor probabilidad de
riesgo ya que los demas factores se invalidan en el calculo de OR debido a que uno (0 més)
valores son 0. Cada uno de los resultados fueron analizados mediante la comparacion de
proporciones mediante la prueba de Xi? o Exacto de Fisher segun fuese el caso (Cuadro
7).

La agrupacion de factores de riesgo para ardillones mostré6 una tendencia de
infeccion con Listeria spp. para los especimenes adultos (18 Machos y 16 Hembras), en
comparacién con los especimenes juveniles los cuales mostraron baja prevalencia de la
bacteria (9 individuos). Sin embargo, los resultados de los tlacuaches no pudieron ser

comparados con este método.
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Cuadro 6. Factores de riesgo asociados a la prevalencia de Listeria spp.

. . Xi2/ X2/
Espécimen Fgci:écs)r ge Lolgitliczo nl_elpa%i/\?o Exacto de OR OZirtSi’vo neP;fivo Exacto de OR
9 P 9 Fisher P 9 Fisher
Juvenil 9 10 1.24 1 18 0.39
0.6692 0.685b
Adulto 34 47 0.8 10 71 2.54
Macho 24 34 0.85 5 53 0.57
0.72 0.519b
Hembra 19 23 1.17 6 36 1.77
Ardillones C1 5 6 1b 1.12 0 11 0.605b o*
C2 18 20 0.492 1.33 7 31 0.098b 3.27
C3 7 10 0.8682 0.91 2 15 1b 1.1
C4 13 17 0.9652 1.02 2 28 0.497b 0.48
CD 0 4 0.132b 0* 0 4 1b o*
Juvenil 2 14 1.29 0 16 o*
1b 0.492°
Adulto 2 18 0.78 2 18 o*
Macho 2 15 15 1.13 1 16 15 1.13
Tlacuaches | pompra 2 17 0.88 1 18 0.89
Zona Urbana 3 17 2.65 0 20 NA
0.613b 0.19b
Zona 1 15 0.38 2 14 NA
Periurbana

a. Resultados analizados con la prueba de Xi?.

b. Resultados analizados con la prueba de Exacto de Fisher.

*. El valor de OR igual a “0” es debido a que en el calculo de OR uno de los valores es 0.
C1, Cuadrante 1; C2, Cuadrante 2; C3, Cuadrante 3; C4, Cuadrante 4; CD, Cuadrante desconocido.
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7.5 Validacion de las pruebas

Los resultados obtenidos para ardillones muestran que la prueba Lipl y Lip2 es
confiable, puesto que los valores de R? son cercanos a 1, asi mismo los valores de la prueba
Prs son de 0.79. En el caso de los tlacuaches, el valor de R? de las pruebas tanto para Lipl

y Lip2 como para Prs son menores a 0.2 (Figura 14).

0.8 A

vy =5.4388x + 0.0972
R?=0.7929

0.7

0.6

0.5

0.4 X —_e

y=1.3128x+ 0.0018
R? = 0.9693

0.3
0.2 ST

0.1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

—e—Lipl/2 —®—Prs

0.6 B

y =-0.9167x + 0.4992
R?=0.1673

0.5

i e

0.4 0.974x + 0.3882
R?Z=0.1424
0.3
0.2
0.1
0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

—8—Lipl1/2 —®—Prs

Figura 14. Gréficos de validacion.

A. Gréfico de validacién para ardillones, R2Lip1y Lip2: 0.9693; R2?prs: 0.7929.

B. Gréfico de validacion para tlacuaches, R2Lip1y Lip2: 0.1424; R?%prs: 0.1673.
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8. Discusion

Los productos de PCR tanto para Lipl y Lip2 y Prs fueron del tamafio esperado:
264 pb para Lipl y Lip2 y 370 pb para Prs. La especificidad de Lipl y Lip2 fue la indicada
ya que del total de las muestras, no se obtuvo bandas inespecificas en ninguno de los casos;
en contraparte los oligonucleétidos Prs si mostraron bandas inespecificas pero de tamafio
distinto al esperado; en comparacion con las bandas control, las inespecificidades fueron
mas grandes (aproximadamente 100 pb) lo cual permiti6 notar diferencias entre los

productos de PCR verdaderamente positivos de los falsos positivos.

Las pruebas de sensibilidad de los oligonucleétidos determinaron que Lipl y Lip2
son los mas sensibles, logrando detectar hasta 47 pg de ADN, en contraparte los
oligonucledtidos Prs fueron menos sensibles. Sin embargo se notd que para ambos
oligonucledtidos mientras mas baja fuese la concentracion de ADN, se propiciaba la
formacion de heterodimeros (Figura 8). El analisis in silico de los oligonucleétidos mostré
gue ambos oligonucleétidos tienen probabilidad de formar heterodimeros, lo cual se refleja
en la energia libre; el AG para la formaciéon de heterodimeros calculado con el programa
Oligo Analyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) fue de -8.16 kcal/mol para Lipl y
Lip2, mientras que para Prs fue de -3.9 kcal/mol. El valor de la energia libre 6ptimo para
cada par de oligonucleétidos debe ser cercano a 0 ya que a partir de -9 kcal/mol se considera
como secuencias problematicas (Arif y Ochoa-Corona, 2013); si bien el valor de AG de
ambos oligonucledtidos estaban dentro del rango permitido, la energia libre de los
oligonucledtidos fue suficiente para provocar la formacion de heterodimeros en la reaccion.
Los productos de PCR a 30 ciclos se muestran muy cercanos al doble de longitud del
producto esperado (500 pb aproximadamente), interesantemente, a menor concentracion
es mas evidente este fendbmeno, lo cual se puede deber a la probabilidad de unién de los
oligonucledtidos al ADN blanco; es decir mientras menos ADN bacteriano hay en la muestra,
es mas probable que los oligonucleétidos se unan a los amplicones generados en la

reaccion.

Las reacciones de PCR con los oligonucleo6tidos Lipl y Lip2 y Prs como primer
escrutinio fueron los indicados; tanto las especies mas comunes del género Listeria como
las escasas cuentan con la isla de patogenicidad LIPI-1, si bien algunas especies carecen
de elementos dentro de esta isla de patogenicidad, todos comparten las regiones Prs y prfA.

Los resultados presentados en este trabajo nos dan un panorama de la situacion en el
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ambito de la presencia de Listeria en las poblaciones de fauna urbana. Las reacciones de
PCR con los oligonucleétidos Lipl y Lip2 tuvieron una alta tasa de identificacion, en

contraste con los oligonucleotidos Prs.

Diversos autores recomiendan la preservacion de muestras a -20 °C y de ser
posible, embebidos en alcohol etilico al 70-95 % (Abdelsalam et al., 2017; Papaiakovou et
al., 2018), asi mismo las muestras fecales (hisopados rectales) deben ser mantenidas en
criopreservacion desde el traslado hasta el procesamiento en el laboratorio. Ademas se
recomienda evitar la congelacion y descongelacién de las muestras, preferentemente se
deben alicuotar y preservar congeladas en un rango de temperatura de -20 °C o de ser
posible a -70 °C (Wei Kai et al., 2018). Sin embargo, los hisopos fecales de este estudio
fueron mantenidas a 4 °C desde el momento que se tomaron, durante el transporte y
posteriormente se preenriquecieron en el laboratorio, donde se dividié en dos alicuotas, una
para extraccion de DNA y otra para crecimiento microbiano a la cual se le adicioné glicerol
(50 % volumen final), manteniendo ambas alicuotas a 0°C. Por lo que la baja prevalencia
de Listeria con los oligonucle6tidos Prs no se considera que sea un problema de la calidad
de las muestras. No obstante, es posible que la diferencia de prevalencia entre
oligonucledtidos, tenga que ver con la sensibilidad ya que las pruebas nos indican que los

oligonucledtidos Lipl y Lip2 son mas sensible que los Prs.

Por otro lado los resultados de la validaciébn de ambas pruebas nos dan una clara
idea del poder estadistico para ambos especimenes, por una parte los ardillones muestran
valores de R? por encima de 0.96 en el caso de la prueba Lip1 y Lip2 mientras que el valor
de 0.79 para Prs es de tomar en cuenta. Estos resultados nos indican que la prueba Liply
Lip2 es capaz de dar un resultado correcto en el 96 % de los casos, mientras que la prueba
Prs solo es capaz de dar un resultado correcto en el 79 % de los casos. Interesantemente,
los tlacuaches han dado resultados muy distintos a los ardillones; los datos de la validacion
de la prueba nos arrojan valores de R? muy por debajo del 0.5, lo cual indica que es
necesario contar con mayor robustez estadistica incrementando la n. Es decir, si se
incrementa el nimero de muestras, se podria tener un mayor numero de puntos para la
construccién del grafico y en consecuencia el valor de R? puede aumentar. Por lo tanto, la
prevalencia de Listeria spp. en este estudio se obtuvo mediante el gen prfA (Liply Lip2) y

no mediante el gen Prs.
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La prevalencia de Listeria spp. para los tlacuaches fue menor que para ardillones
(10.6 vs 43 %), observandose en tlacuaches una tendencia que relaciona la presencia de
Listeria spp. con la zona urbana (OR= 2.65), sin embargo la comparacion de prevalencias
de la zona urbana con la periurbana no es estadisticamente significativa (P>0.05), esto
puede ser por el tamafio de muestra. Ya que en total se obtuvieron 36 tlacuaches, en
comparacion con los ardillones (Un total de 100). Este problema se ve reflejado en la
agrupacion de los factores de riesgo, pues se obtuvo en total 4 especimenes positivos a
Listeria, de los cuales 1 es un macho adulto, 1 es un macho juvenil, 1 es una hembra adulta
y 1 es una hembra juvenil. No obstante, estos resultados nos dan un indicio del panorama
respecto a la prevalencia de Listeria en los tlacuaches, si bien el tamafio de muestra es un
punto en contra, los resultados mostrados pueden dar una idea del contexto como evidencia
de una prueba piloto y seguir con las investigaciones para estos especimenes. En cambio
la alta prevalencia de esta bacteria en la poblacion de ardillones puede deberse a multiples
factores, los cuales pueden ser identificables debido a la restriccion espacial de la colonia
de ardillones. Uno de los principales puntos de referencia es la calidad del agua; Listeria ha
sido identificada en multiples superficies y ambientes, de los cuales el agua tratada es una
de las principales fuentes de contaminacion (Enweani, 2015; Frances et al., 1991); los
ardillones del parque la Alameda solamente tienen disponible agua tratada para riego, por
lo cual se puede asociar la presencia de Listeria en estos especimenes. Si bien la
identificacion de la bacteria en agua es posible, en este estudio no se llevd a cabo dicho
analisis. Otra de las posibles fuentes de infeccion para estos especimenes es el contacto
con el humano. Sin embargo la prevalencia de los ardillones no pudieron ser comparados
por zonas ya que solo se cont6 con el apoyo para el muestreo de la Alameda, quedando
pendiente el muestreo de ardillones en zonas periurbanas. No obstante, los datos recabados
mostraron un valor mayor de OR para el cuadrante 1y 2, los cuales se caracterizaban por
tener contacto con el comercio informal, (hasta el desalojo de los puestos en 2016), siendo
los puestos de comida (tacos, gorditas, chicharrones) las potenciales fuentes de
contaminacion; ademas se sabe que la comida callejera mexicana se basa en el consumo
de carne de cerdo, carne de res, y sus derivados los cuales han sido reportados como
importantes fuentes de brotes de Listeria a nivel mundial (Gamboa-Marin et al., 2012;
Thévenot et al., 2006); asi mismo la basura generada por este tipo de comercio y la

generada al interior del parque, pudieron ser una de las principales fuentes de alimentacion
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de los ardillones; inclusive hoy en dia se puede avistar ardillones que hurgan en los botes
de basura.

Listeria spp. se encuentra distribuida ampliamente, esta bacteria ha sido identificada
en multiples superficies y ambientes, asi como en una gran variedad de animales sin
presentarles dafio aparente (Yoshida et al., 2000). Si bien hasta la fecha no se tienen
reportes de la presencia de Listeria en ardillones de la especie O. Variegatus, ni en
tlacuaches de la especie D. virginiana; si se ha identificado la presencia de L.
monocytogenes en distintas especies de roedores (Wang et al., 2017), aves y animales de
compaiiia (Dhama et al., 2015), por lo que la presencia de Listeria en ardillones y tlacuaches

pudo haberse originado por la transmision por contacto con alguno de estos reservorios.

Los signos relacionados con la Listeriosis animal han sido observados en rumiantes
cuyos sintomas abarcan diarrea, desorientacion, depresion, fiebre y abortos (Nightingale
et al., 2004), sin embargo estos eventos no tienen un patron temporal, ya que pueden
aparecer desde el dia 1 de la infeccion, o inclusive hasta que la enfermedad se encuentra
muy avanzada (Roberts y Wiedmann, 2003). por lo que el transcurso desde la infeccion
hasta la aparicion de estos sintomas permanece asintomatico (Bandelj et al., 2018).
Ademas no se ha registrado que ardillones y tlacuaches desarrollan la misma sintomatologia
gue los rumiantes, por lo que no podemos asegurar que los especimenes muestreados
padezcan la enfermedad o no. Sin embargo se pudo notar que ninguno de los especimenes
padecia diarrea (con o sin sangre), no mostraban desorientacién producto de meningitis
(Vueltas alrededor de si mismo) ni salivacién excesiva; por lo que al momento del muestreo
no habia sintomas aparentes de Listeriosis. La temperatura cloacal promedio de los
tlacuaches se ha reportado entre los 32 y 35 °C (Johnson-Delaney, 2014); los tlacuaches
muestreados en este estudio tuvieron una temperatura promedio de 34 °C, lo cual esta
dentro del rango reportado. Asi mismo, los ardillones varian sus temperaturas corporales a
lo largo del dia, la zona geografica y de las estaciones del afio, llegando a variar en un rango
de los 30.2 °C hasta los 40.8 °C (Buck y Barnes, 1999). Los ardillones muestreados tuvieron
una temperatura promedio de 38 °C, temperatura que se encuentra dentro del rango
reportado. Estos datos nos permiten asegurar que los especimenes no estaban pasando
por un cuadro febril, ademas junto con las observaciones realizadas se pudo sugerir que los

especimenes no presentaban Listeriosis al momento del muestreo.
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Los aislamientos obtenidos fueron identificados como E. coli, Enterococcus spp.,
Staphylococcus sciuri y Lysinibacillus spp. Dichas bacterias, en especial los cocos han sido
facilmente confundidos en cultivo PALCAM con las colonias de Listeria (Martinez-Gonzalez
et al., 2014), por lo cual se recomienda el uso de pruebas bioquimicas y/o moleculares para
reforzar la identificacion. En este trabajo no se realizaron pruebas bioquimicas, por lo que
solamente se realiz6 la técnica molecular para corroborar los aislamientos, sin embargo

ninguno de estos fue identificado como Listeria.

La prueba microbiolégica no fue suficientemente sensible ni especifica para la
identificacion y aislamiento selectivo de Listeria spp. Dentro de las posibles causas de estos
resultados esta la recuperacion microbiolégica de las muestras. El manejo realizado en este
trabajo utilizé como medio de transporte el medio AIMES; sin embargo diversos estudios
recomiendan el uso de caldo infusion cerebro corazén més glicerol (vf. 15 %) y caldo Fraser
como medio de transporte y/o medio de cultivo primario (Alonzo et al., 2011; Capita et al.,
2000; Jones y D’Orazio, 2014) debido a que los componentes de estos caldos permiten que
Listeria pueda desarrollarse mejor en competencia con otros géneros bacterianos, ademas
el caldo Fraser es selectivo para Listeria, lo cual lo hace ideal para el aislamiento exclusivo

de Listeria.

Las normas oficiales mexicanas para la deteccién de enteropatdgenos, Listeria y
otros agentes microbianos se basan Unicamente en el aislamiento microbiol6gico y pruebas
bioquimicas. En el presente estudio se evalud la eficacia para la deteccion de Listeria spp.
en muestras rectales tanto con métodos microbiolégicos como con métodos moleculares.
Los resultados mostrados anteriormente muestran la eficacia de la prueba molecular contra
la prueba microbiolégica, lo cual es un buen punto de argumentacién para la reforma a las
normas oficiales mexicanas. Las pruebas moleculares, en conjunto con las microbiolégicas
deben ser utilizadas en los métodos cotidianos de deteccion de agentes biolégicos
contaminantes en alimentos; no solo por lo rapido de la prueba sino por la sensibilidad y
especificidad que brinda la combinacion de ambas pruebas. No obstante, es importante
mencionar que las muestras preenriquecidas fueron congeladas para ser aisladas
posteriormente. (Saraka et al. (2015) reportaron que el almacenamiento bacteriano
prolongado a temperaturas por arriba de los -80 °C conlleva a un decaimiento en la viabilidad
de las bacterias. Asi mismo, se ha observado que el uso de glicerol previene este efecto,

sin embargo, la pérdida de viabilidad continua con el paso del tiempo (Oskouei et al., 2010).
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Por lo que dichos factores pudieran ser los causantes de que no se pudiese aislar Listeria

spp. en este trabajo.

Por ultimo, para mejorar los resultados obtenidos es necesario que se incrementen
los tamafios de muestra para tlacuaches, de tal manera que podamos estimar con mayor
exactitud la prevalencia e incidencia de Listeria spp. en las poblaciones urbanas y
periurbanas, asi mismo es necesario muestrear ardillones en zonas periurbanas con el fin
de comparar las prevalencias de la bacteria como se realizo con los tlacuaches. Ademas,
es importante obtener muestras de agua, suelo y pelaje a fin de evaluar las dinamicas que

utiliza esta bacteria en su ambiente para sobrevivir y diseminarse.

Adicionalmente, los métodos de deteccion pueden ser mejorados al incluir pruebas
mas sensibles para la deteccion especifica de Listeria spp. como la gPCR, la cual nos
permitiria estimar la carga bacteriana de la muestra (Chen et al., 2017). Asi mismo se podria
estandarizar pruebas de LAMP (Loop-mediated isothermal amplification), la cual permite
realizar detecciones del patégeno con una alta sensibilidad (ficogramos de ADN purificado),
ademas de que puede ser adaptada a campo (Pisamayarom et al., 2017; Wachiralurpan et
al., 2018) haciéndola ideal para la deteccion de Listeria en los especimenes de zonas

periurbanas o silvestres.

La diversidad microbiana del tracto gastrointestinal de ambos especimenes no se
ha reportado hasta la fecha, por lo que un andlisis metagenémico podria aportar mucha
informacion respecto a la dinamica de poblaciones bacterianas en estos especimenes, asi

como su papel en el tracto gastrointestinal.

La implementacién de estas pruebas permitiria dar una mejor explicacion de la
dinamica de infeccién de Listeria, su impacto en salud publica, asi como la determinacién
de factores clave en la interaccion Listeria-reservorio reservorio-humano. De esta manera
podremos argumentar sobre la implementacion de medidas para la prevencion de la

Listeriosis humana y animal.
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9. Conclusiones

El presente trabajo es el primero que logra identificar Listeria spp. en
Otospermophilus variegatus y en Didelphis virginiana. La prevalencia de este patégeno se
encuentra altamente distribuida en las poblaciones de ardillones pero no en tlacuaches; sin
embargo, la prevalencia de la bacteria en los tlacuaches es mayor en la zona urbana que

en la zona periurbana.

La edad, sexo y sitio de captura no esta relacionado con la presencia o ausencia

de Listeria spp. en ardillones y tlacuaches.

Ninguno de los especimenes de ardillones y tlacuaches mostré signos relacionados
con la Listeriosis, por lo que podemos argumentar que ambos especimenes son reservorios

de Listeria.
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Apéndice

Apéndice 1. Carta de aceptacion del comité de Bioética de la FCN, UAQ.

2 A B g ; S 5
S0 * i Universidad Autonoma de Querétaro Facultad de Ciencias Naturales = -

Comité de Bioética
Querétaro, Qro. 12 de Marzo de 2018.

CARLOS ALBERTO MOLINA VERA
LICENCIATURA EN MICROBIOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

Estimado: Carlos Alberto Molina Vera,

Nos permitimos hacer de su conocimiento que el Comité de Bioética de la Facultad
de Ciencias Naturales dio la siguiente resolucién del proyecto de Investigacion del
cual usted es responsable:

Titulo Resolucion

"Identificacion de Listeria spp. en fauna|Aprobado
urbana (Didelphis marsupialis
Otospermophilus variegatus)". (15FCN2018)

Sin mas por el momento, quedamos a sus érdenes para cualquier aclaracion o duda.

Atentamente,

L&in{‘\ ) A /Q

Dra. Diana Beatriz Rangel Peniche
Secretaria del Comité de Bioética
Facultad de Ciencias Naturales
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Apéndice 2. Estandarizacion de las reacciones de PCR.

Figura SA.1 Prueba de estandarizacion de TM para oligonucleotidos Liply
Lip2.

L. innocua

L. r.-‘romcﬁ.enes
S, enterica
pool

Citrobacter
Enterobacter

Figura SA.2 Prueba de especificidad para oligonucleétidos Lipl y Lip2.
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gen actA

Figura SA.3 Prueba de estandarizacion de TM para oligonucleotidos ActA 'y
Prs.

Citrobacter
Entermbacter

L. inmocua

L. aronoc y?&nes
S, entenca

Figura SA.4 Prueba de especificidad para oligonucleétidos ActA.
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Figura SA.5 Prueba de especificidad para oligonucleétidos Prs.

Figura SA.6 Prueba de TM para oligonucleétidos Prin/Lis1.

89



Figura SA.7 Prueba de TM para oligonucleétidos Ino2/Lis1B.

Figura SA.8 Prueba de TM para oligonucleétidos Liv22.
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Figura SA.9 Prueba de TM para oligonucleétidos 8F/1510R
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Apéndice 3. Visualizacion de productos de PCR en geles de agarosa correspondientes a

Tlacuaches (Didelphis virginiana).

PCR Lip 1/2 de Tlacuaches.

b= — P =
TP V-V N S~ e Hipouas A 1 ot o B

Figura SB.1 PCR Liply Lip2. Muestras de Centro Universitario. Muestras 1 a
la 20.

at onoc ytogenes

Lo

Figura SB.2 PCR Liply Lip2. Muestras de Zibata. Muestras 5 a la 12.
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Figura SB.3 PCR Liply Lip2

. Muestras de Zibata. Muestras 13 a la 20.
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PCR Prs de Tlacuaches.
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Figura SB.4 PCR Prs. Muestras de Centro universitario. Muestras 1 a 20.

5

L. dbnocytogene

Figura SB.5 PCR Prs. Muestras de Zibata. Muestras 5 a 20.
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Apendice 4. Visualizacion de productos de PCR en geles de agarosa correspondientes a

Ardillones (Otospermophilus variegatus)

PCR Liply Lip2 de Ardillones

Figura SC.1 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 1 a 10.

Figura SC.2 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 11 a 19.
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Figura SC.3 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 20 a 32.

Figura SC.4 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 34 a 39.
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Figura SC.5 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 40 a 59.

Figura SC.6 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 60 a 69.
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Figura SC.7 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 70 a 89.

Figura SC.8 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 90 a 99.
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Figura SC.9 PCR Liply Lip2. Muestras de ardillones. Muestras 100 a 103.
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PCR Prs de Ardillones

Figura SC.10 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 1 a 19.

Figura SC.11 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 20 a 38.
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Figura SC.12 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 39 a 48.

Figura SC.13 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 49 a 57.
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Figura SC.14 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 58 a 65.

Figura SC.15 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 66 a 74.
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Figura SC.16 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 75 a 82.

Figura SC.17 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 83 a 91.

103



Figura SC.18 PCR Prs. Muestras de ardillones. Muestras 92 a 100.
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Apéndice 5. Resultados de secuenciacion.

Secuencia de la cepa control, L. monocytogenes (Lip 1y Lip2).

STTTTATTTAGAGTCTTAGCGAGCAGGCTACCGCATACGTTATCAAAATAAACGAACTA
AAAGAACTACTGAGCAAAAATCTTACGCACTTTTTCTATGTTTTCCAAACCCTACAAAA
ACAAGTTTCATACAGCCTAGCTAAATTTAATGATTTTTCGATTAACGGGAAGCTTGGCT
CTATTTGCGGTCAACTTTTAATCCTGACCTATGTGTATGGTAAAGAAACTCCTGATGGC
ATCCAAGGATTACACAA

Max | Total Query E

Description score | scare | cover | value ldent  Accession
Listeria monocytogenes strain 2018TES305-1-4 chromosome,_complete genome 433 433 97% 1e-117 98% CP0293721
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-5 chromosome 433 433 97% le-17 98% CP0284121
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-3 chromosome 433 433 97% 1e-117 98% CP0284131
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-6 chromosome 433 433 97% 1e-17 98% CP028411.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-7 chromosome 433 433 97% 1e-117 98% CP0284101
Listeria menocytogenes strain 2015TE17781-9 chromosome 433 433 97% le-17 98% CP0284081
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-8 chromosome 433 433 97% 1e-117 98% CP0284091
Listeria monocylogenes strain 2015TE24930 chromosome 433 433 97% le-17 98% CP0284051
Listeria monocylogenes strain 2015TE24968 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP028406.1
Listeria monocylogenes strain 2015TE22530 chromosome 433 433 97T% le-17 98% CP0284071
Listeria monocylogenes strain 2015TE34286 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP0284041
Listeria monocylogenes strain 2016TE1560 chromosome 433 433 97% le-17 98% CP0284031
Listeria monocylogenes strain 2016TE2143 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP0234021
Listeria monocylogenes strain 2016TE340 chromosome 433 433 97% le-17 98% CP028400.1
Listeria monocylogenes strain 2016TE337 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP0234011
Listeria monocylogenes strain 2016TE3773-1-1 chromosome 433 433 97% le-117 98% CP0283961
Listeria monocylogenes strain 2016 TE4965-1-1 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP0283941
Listeria monocylogenes strain 2016TE3770-1-1 chromosome 433 433 97% le-117 98% CP0283971
Listeria monocylogenes strain 2016 TE4526-1-1 chromosome 433 433 9T% 1e-117 98% CP0283951
Listeria monocyiogenes strain 2016TE3765-1-1 chromosome 433 433 97% 1e-117 98% CP0283991

Listeria monocytogenes strain 2016 TEA767-1-1 chromosome 433 433 9T% e E Ques‘tionsft:nm

105



Secuencia de la muestra R32 (Lipl y Lip2).

STTTTATTTAGAGTCTTAGCGAGCAGGCTACCGCATACGTTATCAAAATAAACGAACTA
CAGAACTACTGAGCAAAAATCTTACGCACTTTTTCTATGTTTTCCAAACCCTACAAAAA
CAAGTTTCATACAGCCTAGCTAAATTTAATGATTTTTCGATTAACGGGAAGCTTGGCTC
TATTTGCGGTCAACTTTTAATCCTGACCTATGTGTATGGTAAAGAAACTCCTGATGGCT
CCAAGATTACACA

Max | Total | Query E

Description score | scora | cover | value Ident  Accession
Listeria monocytogenes strain 2018TE5305-1-4 chromosome, complete genome 418 418  97% de-113 98% (CP029372.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-5 chromosome: 418 418 97% de-113 98% CP0284121
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-3 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP028413.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-6 chromosome 418 418  97% de-113 98% CP0284111
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-7 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP028410.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE17781-9 chromosome 418 418  97% de-113 98% CP0284081
Listeria monocytogenes sirain 2015TE17781-8 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP028409.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE24980 chromosome 418 418  97% de-113 98% CP0284051
Listeria monocytogenes sirain 2015TE24968 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP028406.1
Listeria monocytogenes strain 2015TE22590 chromosome 418 418 97% de-113 96% CP0284071
Listeria monocytogenes sirain 2015TE34286 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP0228404.1
Listeria monocytogenes strain 2016TE 1560 chromosome 418 418 97% de-113 96% CP0284031
Listeria monocytogenes sirain 2016TE2143 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP02284021
Listeria monocytogenes strain 2016TE340 chromosome 418 418 97% de-113 96% CP0284001
Listeria monocytogenes sirain 2016TE337 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP0228401.1
Listeria monocytogenes strain 2016TE3773-1-1 chromosome 418 418 97% de-113 96% CP0283961
Listeria monocytogenes strain 2016TE4955-1-1 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP028394.1
Listeria monocytogenes strain 2016TE3770-1-1 chromasome 418 418  97% de-113 98% CP028397.1
Listeria monocytogenes strain 2016TE4526-1-1 chromosome 418 418 97% de-113 98% CP0283951
Listeria monocytogenes strain 2016TE3765-1-1 chromosome 418 418 97%
Listeria monocytogenes strain 2016 TE3767-1-1 chromosome 418 418 9T%
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Secuencia de la muestra L53 identificada como E. coli sp. (8F y 1510R).

>ATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGA
AGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCT
TTGCTCATTGATCGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATA
CTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGC
GTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGGTTAAAACTCAAATGAATTTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTGGTCTTGACATTCAGCGGAAGTTTTCAGAGATGAGTAATGTGCCTTCGGGA
ACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

i Alignments oy

Description :::‘I::e sT:ot?!‘a ?:f; '.*:ue Ident | Accession
Escherichia coli 025:H16 strain F5505-C1 chromosome, complete genome 1400 9695 100% 0.0 99% CP0242571
Escherichia coli 025:NM strain 2014EL-1343-2 chromosome, complete genome 1400 9728 100% 00 99% CP0242281
Uncultured bacterium clone SinRc_10BSL4aFC 168 ribosomal RNA gene._partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% JQ2078341
Uncultured bacterium clone SInRc_06CSL4aFA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 00 99% JQ2077551
Uncultured bacterium clone SInRc_02ASL4aFA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% JQ2076701
Bacterium NLAE-z-H213 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% JX008436.1
Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone 16saw48-1107.p1k 1400 1400 100% 0.0 99% HES825931
Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone 16saw48-1c02.plk 1400 1400 100% 0.0 99% HES582585.1
Uncultured organism clone ELU00G7-T443-S-NIPCRAMgANa 000423 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% HQ771091.1
Uncuitured organism clone ELU0066-T450-S-NIPCRAMgANa 000146 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% HQ770237.1
Uncultured bacterium clone 16saw29-1e07.p1k 163 ribosomal RMA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% EF6034701
Uncuitured bacterium clone 18saw28-1e08.p1k 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 0.0 99% EF6034681
Uncultured bacterium clone aab26c08 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1400 1400 100% 00 99% DQ819134.1
Uncuitured Enterobacteriaceae bacterium clone DVBSW J32 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1397 1397 100% 0.0 99% KF7220361
Uncuttured bacterium clone SinGs 12HSI 4aGA 165 ribosomal RMA gene, parfial sequence 1397 1397 100% 00 99% JO206473.1
Shigella flexneri partial 165 rRNA gene, strain JNTUH12 1397 1397 100% 00 99% FR820477.2
Escherichia coli M217 DNA, complete genome 1395 9728 100% 00 99% AP019189.1
Escherichia sp. strain Es 1 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 1395 1395 100% 00 99% MK095771.1
Escherichia coli strain ECCHD184 chromoseme, complete genome 1395 9761 100% 00 99% cCP0332501

Escherichia coli SK1144, complete genome 1395 9756 100%  (piessiid
Escherichia coli DSM 30083 = JCM 1649 = ATCC 11775 chromosome, complete genome 1395 9767 100% El Qu cmm
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Secuencia de la muestra L69 identificada como Enterococcus spp. (8F y 1510R).

>GGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGATCCGAGCAACGCCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCCGTAAAACTCTGTTGGTTAGAGAAGAACAAGGGTGAGAGTAACTG
TTCACCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTTGGGCGTAAAGCGAGCGC
AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCCGGCTCAACCGGGGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGGGAGCAATGTGTGTCAATTCGAAGCATACGCGA
AGAATCCTTGACAAGTCTTGACACTCGTTTTGATCCACCTCTAGAAGATAGAAGCATG
CCCGTACAGGGGCCAAGTGACAGGTGGCTGCCATGAATGGACGGTCAGGCTTCAGT
GATCCTGGAATGTT

Max | Total |Query E

Description score | score | cover | value Ident  Accession
Enterococcus mundfii strain $51 163 ribosomal RMA gene, partial sequence 1114 1114 9% 0.0 95% MH938045.1
Bacterium strain Glm44 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH569455.1
Enterococcus mundtii strain STw78 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH727595.1
Enterococcus mundtii strain STw55 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 9% 0.0 95%
Enterococcus mundtii strain STw46 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 00 95%
Enterococcus mundtii strain STw40 165 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 9% 0.0 95%
Enterococcus mundtii strain STw35 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH727588.1
Enterococcus mundtii strain STw79 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588157.1
Enterococcus mundtii strain STw70 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588155.1
Enterococcus mundfii strain STw68 16S ribozomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588154.1
Enterococcus mundtii strain STw6 168 ribosomal RNA gene_partial sequence 1114 1114 95% 00 95% MH588153.1
Enterococcus mundfii strain STw54 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588152.1
Enterococcus mundtii strain STw51 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588151.1
Enterococcus mundfii strain STw49 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588150.1
Enterococcus mundtii strain STwd7 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588149.1
Enterococcus mundtii strain STw38 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588148.1
Enterococcus mundtii strain STw33 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588147.1
Enterococcus mundtii strain STw26 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588146.1
Enterococcus mundfii strain STwi3 16S ribozomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 9% 0.0 95% MH588145.1
Enterococcus mundtii strain STw3 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 95% 0.0 95% MH588144.1
Enterococcus mundfii strain 1TP04-BL0S 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1114 1114 9% 0.0 95% MG0312131
Enterococcus mundtii strain 3X31 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1114 1114 9% | E| Questions{com
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Secuencia de la muestra L71 identificada como Staphylococcus sciuri (8F y 1510R).

>CTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTT
CGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGT
GCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACTTTACCCAA
TCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGA
CAGGTAGTGCATGGTGGTCGTCAGCTCGGGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCG

i1 Alignments L

Max | Total Query E

Description score | score | cover | value Ident | Accession
Bacterium YY1 16 ribosomal RMNA gene,_partial sequence 1339 1339 100% 0.0 99% KI759041.1
Bacterium F7-17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1339 1339 100% 00 99% KI7590171
Staphylococcus sciuri strain APESMLB223 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% MG706002.1
Staphylococcus sciuri strain IADCAMBS 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% WMHB19504.1
Staphylococcus sciuri strain 2-6 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% MH491952.1
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri strain NCTC 12103 genome assembly, chromosome: 1 1336 8006 100% 00 99% LS4833051
Staphylococcus sp. strain 61128 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% Kx302623.1
Staphylococcus sp. strain 68U1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% KX3026221
Staphylococcus sciuri strain CX-115 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% WMH368430.1
Staphylococcus sciuri subsp. camaticus strain IASST 61202 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% WMH368252.1
Staphylococcus sciuri strain 89C3 165 ribozomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% Kx1644401
Staphylococcus sp. strain CMST6 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% MF359891.1
Staphylococcus sciuri strain $533-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% MH231416.1
Staphylococcus sciuri strain NXUBIHALO13 168 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% WMH2013481
Staphylococcus sciuri strain Cré 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1336 1336 100% 0.0 99% MH174653.1
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri partial 165 rRNA gene, isolate WIR3 1336 1336 100% 00 99% LT9362211
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri partial 165 rRMNA gene, isolate ViR1 1336 1336 100% 0.0 99% LT936220.1
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri partial 168 rRNA gene, isolate WB11 1336 1336 100% 00 99% LT9361961
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri partial 165 rRMA gene, isolate WB10 1336 1336 100% 0.0 99% LT936195.1
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri partial 165 rRMA gene, isolate WB6 1336 1336 100% 00 99% LT9361931
)

taphylococcus lentus strain E3 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 1336 13368 100% EI Queﬂjms“cm
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Secuencia de la muestra L99 identificada como Lysinibacillus sp. (8F y 1510R).

>TGATGGAGCGAACGCCGCGTGAGTGAAGAGAGGATTTCGGTTCGTAAAACTTCTGTT
TGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGGTAACCTTATTA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTTGGTTTCTTAAGTCTGATTGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAA
GAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCCGCACAAGCGGTGG
AAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAATCATTACCAGGTCTTGACATCCCG
TTGACCACTGTAGAGATATGGGTTACCCCTTCAGGGGCAACGGTTACA

Max | Total |Query E

Description score | score | cover | value Ident | Accession
Lysinibacillus sp. strain BA2-75' 165 ribosomal RMA gene,_pariial sequence 1149 1149 100% 0.0 98% KY621995.1
Lysinibacillus sp. 38HT 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 1149 1149 100% 00 98% KX0110621
Lysinibacillus fusiformis strain YNSO1 16S ribosomal RNA gene, parfial sequence 1147 1147 100% 0.0 98% KR7387421
Bacillus fusiformis site7S 163 nbosomal RNA gene, partial sequence 1147 1147 100% 00 98% DQ4201711
Lysinibacillus fusiformis strain BT 159 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1144 1144 100% 0.0 97% KJedas2ad
Lysinibacillus fusiformis strain AZACCLR 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% NKO085101.1
Lysinibacillus fusiformis strain IME-12 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MGE75834.1
Lysinibacillus fusiformis strain 178 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MH9102821
Stenotrophomonas rhizophila strain 148 165 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MH910252 1
Stenotrophomonas rhizophila strain 135 165 rivozomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MH910239.1
Stenotrophomonas rhizophila strain 45 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MHI101491
Lysinibacillus fusiformis strain C4 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MH157243.1
Lysinibacillus fusiformis partial 168 rRNA gene, strain Lycinibacillus sp JC555 1142 1142 100% 0.0 97% LS9748281
Stenotrophomonas rhizophila sfrain GA1 plasmid unnamed1, complete sequence 1142 1142 100% 0.0 97% CP031730.1
Lysinibacillus sp. strain Firmi-74 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MHG83163.1
Lysinibacillus sp. strain Firmi-38 165 ribosomal RNA gene, partial seguence 1142 1142 100% 0.0 97% MHG6831271
Lysinibacillus fusiformis strain SC 0 1 A4 163 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MH595946.1
Lysinibacillus fusiformis strain VITVE2 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MGT55243.1
Lysinibacillus sp. strain LJ110 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 1142 1142 100% 0.0 97% MG049782.1
Lysinibacillus fusiformis strain NGS-STR-2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1142 1142 100% 00 97% MF033064.1
Lysinibacillus fusiformis strain USW-STR-2 165 ribosemal RNA gene, parfial sequence 1142 1142 100% EI Qllestions}com
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Secuencia de la muestra LCul6 identificada como Staphylococcus spp. (8F y 1510R).

>ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCCGTTATCCGGAAATTA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGGTAGGGGGTTTCCGC
CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGGCCTGGGGAGTACGGGCCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAGCTCTAGGAG
ATAAAAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAAGCTGTGCATGGTTGTCGTCAGC
ATCGAGTCAGGGAAATGTTAGGTTAAGTCTCGCAAACGAGCCGCAACCCTTG

Max | Total |Query E

Description score | scora | cover | value Ident  Accession
Uncultured bacterium clone nby315f02¢1 163 ribosomal RNA gene, partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% HMS309339.1
Uncultured bacterium clone nby467e08c1 165 ribosomal RNA gene,_partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% HM3234731
Uncultured bacterium clone ncd429b04c1 16S ribesomal RMA gene, partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% HM324519.1
Uncultured bacterium clone ncd101a08c1 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% HM257146.1
Uncuitured bacterium clone nbw279h04c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% GQO85T49.1
Uncuitured bacterium clone nbw859n07¢1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% BQ029120.1
Uncultured bacterium clone AKIW559 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1014 1014 99% 0.0 96% DQ129417.1
Staphylococcus cohnii strain HFUTY-08 165 ribosomal RNA gene,_parfial seguence 1009 1009 99% 0.0 96% MGB825047.1
Staphylococcus sp. strain LSM15 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MG2516381
Staphylococcus gallinarum strain PCA-9 163 ribosomal RNA gene, parfial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MKO0G63T18.1
Staphylococcus xylosus sirain JEWTTMS5 16S ribosomal RMA gene,_partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MH9852291
Staphylococcus sp. strain G6-1 165 ribosomal RMA gene,_partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MG557680.1
Staphylococcus cohnii strain PYG49 16S ribosomal RNA gene, parfial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MF7737521
Staphylococcus sp. strain MD3a 165 ribosomal RNA gene, partial seguence 1009 1009 99% 0.0 96% MH271382.1
Staphylococcus sp. strain MK2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MH2713801
Bacillus sp. {in: Bacteria) strain P13B 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MHOTS053.1
Bacillus sp. {in: Bactenia) strain P13A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MHO78052.1
Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus strain D118-4 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MH193145.1
Staphylococcus haemolylicus strain APBSWPTBE2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MG733555.1
Staphylococcus haemolyticus strain SWTPBS5 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 99% 0.0 96% MG3928421
Staphylococcus haemelyticus strain APBSITMB11 16S ribosomal RMA gene, partial sequence 1009 1009 99% { E Qllestionsfc
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