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RESUMEN

La persistencia de bacterias del género Listeria en ambientes de produccion de
alimentos se ha asociado a la formacién de biopeliculas en superficies inertes y a la
resistencia a desinfectantes quimicos. La informacion respecto a la interaccién en
biopeliculas entre especies del género Listeria es escasa. Por ello, el objetivo de
este proyecto fue evaluar la interaccidn (sinergismo/antagonismo) entre especies
no patégenas del género Listeria con L. monocytogenes en biopeliculas y
determinar si ocurre el intercambio de genes asociados con la resistencia a
compuestos cuaternarios de amonio (QACs). Se identificaron cepas de Listeria spp
(119) obtenidas durante dos afios (2019 y 2021) en una planta procesadora de
hortalizas congeladas mediante un PCR-Mdltiplex. Las especies mas presentes
fueron L. monocytogenes (75) y L. innocua (20), seguidas de L. ivanovii (10), L. grayi
(7), L. welshimeri (4) y L. seeligeri (3). Empleando la tincion con cristal violeta en
microplaca se cuantificé la produccion de biopeliculas a 35 °C durante 72 h midiendo
la densidad o6ptica (DO) a 595 nm y en base a la cantidad de biopolimeros
producidos se clasificaron en nulo, débil, moderado y fuerte. A las 24 (63 %) y 48
(58 %) h la mayoria de las cepas se clasificaron como débiles y a las 72 h (48 %)
como moderadamente formadoras de biopelicula. Se determiné la presencia de los
genes gacH y bcrABC mediante PCR. El gen gacH estuvo ausente en las cepas,
mientras que el gen bcrABC se detecto en el 46 % (55/119). Posteriormente, se
seleccionaron cepas de Listeria spp. con diferentes niveles de produccion de
biopeliculas portadoras del gen bcrABC, para hacer cultivos mixtos con L.
monocytogenes ATCC 19115; los cultivos se incubaron a 35 °C/10 dias y al final del
almacenamiento se evalu6 el cambio en las poblaciones, la produccion de
biopeliculas y el intercambio de genes de resistencia a QACs. En cultivos mixtos la
poblacion y capacidad formadora de biopeliculas de L. monocytogenes disminuyo.
Tres cepas de L. innocua transfirieron el gen bcrABC a L. monocytogenes, aunque
este no se expreso fenotipicamente tras su adquisiciéon. El antagonismo ejercido por
las cepas no patdgenas sobre L. monocytogenes permitid su supervivencia.

Palabras clave: Biopeliculas, interacciones microbianas, persistencia, resistencia a
desinfectantes.



SUMMARY

The persistence of bacteria from Listeria genus in food production environments,
has been associated with biofilm formation on inert surfaces and resistance to
chemical disinfectants. Information regarding the interaction in biofilm between
Listeria genus species is scarce. Therefore, the aim of this project was to evaluate
the interaction (synergism/antagonism) between non-pathogenic species of Listeria
genus and L. monocytogenes in biofilms and to determine if the exchange of genes
associated with resistance to quaternary ammonium compounds (QACs) occurs.
Listeria strains (119) obtained during two years (2019 and 2021) from a frozen
vegetable processing plant were identified through a PCR-Multiplex. The most
prevalent species were L. monocytogenes (75) and L. innocua (20), followed by L.
ivanovii (10), L. grayi (7), L. welshimeri (4) and L. seeligeri (3). Employing the crystal
violet on microtiter plate staining method biofilm production at 35 °C during 72 h was
quantified by measurement of optical density (OD) at 595 nm and based on the
quantity of biopolymers produced strains were classified as null, weak, moderate
and strong. At 24 h (63 %) and 48 h (58 %) the majority of the strains were classified
as weak and at 72 h (48 %) like moderate biofilm formers. The presence of gacH
and bcrABC genes was determinate by PCR. gacH gene was absent on the strains,
meanwhile bcrABC gene was detected on the 46 % (55/119). Subsequently Listeria
spp. strains with different levels of biofilm production carriers of bcrABC gene were
selected to mixed cultures with L. monocytogenes ATCC 19115. The cultures were
incubated at 35 °C/10 days. At the end of storage changes in populations, biofilm
production and QACs resistance genes exchange were evaluated. In mixed cultures
the population and biofilm formation capacity of L. monocytogenes was decreased.
Three L. innocua strains transfered bcrABC gene to L. monocytogenes, though it not
expressed phenotypically after the acquisition. The antagonism showed by non-
pathogenic strains to L. monocytogenes allowed it survival.

Key words: biofilm, disinfectant resistance, microbial interaction, persistence.



INDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS ..ottt e e e e e e e e e e e e bbb Il
DEDICATORIAS ..ottt e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeanaennnas [
RESUMEN. ...ttt e e e e e e e e e e e e e b bbb e e eas A
SUMMARY ittt e e ettt e e e e e e e e et e et et a— it aaaaaaaeaaeees Vv
INDICE DE TABLAS. ..ottt ettt n e aae e areeene e IX
INDICE DE FIGURAS. ..ottt ettt ete e eee e, X
1. INTRODUCCION ....ocuiiiiiiiiiieieiete ettt sttt 1
2. ANTECEDENTES. ..ottt e ettt a e e e e e e e e e eeeeennnes 3
2.1 Alimentos liStOS Para CONSUMO. ......uuuuuuuuiieeieeeeeeeeieeeitiiiiia e e e e e e e e eeeeeenenees 3
2.1.1 Hortalizas congeladas ............ccovuuiiiiiiiiieiii e 3

2 A e (0 Tol ST 41 T= o | (o S 4
2.1.3  Microbiologia de Hortalizas ...........ccccooeeeuiiiiieeeieicc e 6

2.2 GENEIO LISTEIIAL ..vvvvuriiiiiii ettt e e e e e e e e eeeeaaees 7
2.2.1 Caracteristicas del género LiSteria ..........cccoeeevviiiiiiieiiiiiiie e 7
2.2.2  Listeria MONOCYLOGENES ......uiieiieiiiiieeeeeeiiii e e e e eeete s e e e e et e e e e eeaanaaeeeenes 8
2.2.3 Factores de virulencia de Listeria monocytogenes ............ccceevvvvevrnnnnns 9
2.2.4  LISTEIIOSIS ..vvtvtuiiiie e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e et e e e e ab bt e n e e e e e e e e e e e e aeeaarane 9
2.2.5 BroteS de LiStErIOSIS .. .ccvveeriiieeieeiiiee ettt e et e e e 12
2.2.6 Interacciones entre especies del género Listeria..............cccoevvvvvvnnnnn 13

2.3 Persistencia microbiana en la industria de los alimentos. ........................ 14

2.3.1 Prevalencia de Listeria monocytogenes en el entorno de produccién de

=11 01T 0 (0 1 PO UUPPUPPRRRPPRR 14
2.3.2  BIOPEIHCUIAS......ccceeeiiie e 16
2.3.3 Mecanismos de formacion de biopeliculas ..............cccviiiiiiiiiiien... 18
2.3.4 Interacciones microbianas en biopeliculas ..............cccccceiiiiiiiiiiieen, 19
2.4  Control de Listeria monocytogenes en la industria de alimentos.............. 21

\



241  DESINTECCION. e e, 22

2.4.2 Principales desinfectantes empleados en la industria de los alimentos

24

2.5 Resistencia a l0s desinfectantes...........coovvviiiiiiiiiiiiiiii e 25
2.5.1 Mecanismo de resistencia a los desinfectantes.................cccvvvvvnnnnnn.. 26
2.5.2 Bases moleculares de la resistencia a los desinfectantes ................. 29
2.5.3 Resistencia de Listeria monocytogenes a los desinfectantes ............ 32

3. JUSTIFICACION. .....ciitiiticitcte ettt ettt ettt sttt sa e s e 34
4. OBUIETIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e aaaaanans 35
4.1 ODbJetiVO GENEIAL........cciiiii e 35
4.2  ODbjetivoS ESPECITICOS ...uuiiiiiiiiiii i 35
5. MATERIALES Y METODOS........cciiteieieeee e e ettt ene e, 36
5.1 MaterialeS Y @QUIPOS. .....oiiii ettt 36
ST |V = o o [0 1 SRR 39
6. METODOLOGIA ..ottt ittt sttt 40
6.1 Identificacion de especies del género Listeria..........cccooeevviviiiieieiiiiinnenn.. 40
6.1.1  Activacion de cepas de LiSteria.........cccceeeeeiiiiiiiiiiie 40
6.1.2 Identificacidon de especies del género Listeria. ..........ccccoeeveevviiinnnnnn... 40

6.2 Caracterizacion de cepas de Listeria SPP.......ccccceurrrrrmmiimiiiiiieiieeeeeeeeeeeens 44
6.2.1 Determinacion de la capacidad formadora de biopeliculas................ 44
6.2.2 Deteccion de la presencia de genes de resistencia a QACs.............. 46

6.3 Evaluacion del efecto sinérgico o antagonico sobre Listeria monocytogenes

en biopeliculas MIXAS. ......ccoouuiiiici e 47
6.3.1 Cuantificacion de biopolimero en biopeliculas mixtas........................ 48
6.3.2 Cuantificacion de células en biopeliculas mixtas. ..............cccvvvvvnnnnnnn. 48

6.4 Evaluacion de la transferencia de genes de resistencia a QACs en
biopeliculas MIXLAS. .........uiiiiiiii e 49

6.4.1 Evaluacion de la resistencia fenotipica a 10s QACS. ........cccccvvvvvrrnneee. 49

Vi



6.5 Disefio y analisis eStadiStiCO. .......cccviivuiiiieiiiiiie e 50

7. RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt 52
7.1 Identificacion de especies del género Listeria.........c.ccoooeevvviiiiiieiiiiinnenn. 52
7.2 Caracterizacion de cepas de Listeria ..........cooceeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeen 56

7.2.1 Capacidad formadora de biopeliculas ...........ccccccoovieiiiiiiiiiiiiiee, 56

7.2.2 Presencia/ausencia de genes de resistencia a QACS en cepas de
IS (T = T o] PR 65

7.2.3 Riesgo de persistencia en cepas de Listeria Spp. .....ccccceevveevvervnnneennn. 66

7.3 Interacciones entre especies no patdgenas del género Listeria con L.
monocytogenes en bIoPeliCulas ...........ccoooeiiiiiiii i 72
7.3.1 Cambios en la capacidad de adhesion de L. monocytogenes en cultivo

mixto. 73

7.3.2 Evaluacion de las poblaciones de L. monocytogenes en biopeliculas

mixtas. 76

7.3.3 Cambios en la capacidad formadora de biopeliculas de L.

monocytogenes y las especies no patégenas de Listeria en cultivo mixto...... 81

7.4  Transferencia de genes de resistencia QACS en biopeliculas mixtas......86
7.4.1 Expresion fenotipica del gen bcrABC asociado a la resistencia a QACs.

89
8. CONCLUSIONES ... et e e e 92
9. SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS. ... 94
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiieeeeeeeeee et 95
11, ANEXOS ... 114

Vil



INDICE DE TABLAS.
Tabla 1. Mecanismos de respuesta al estrés de Listeria monocytogenes............. 15
Tabla 2. Factores que influyen en la interaccion desinfectante-microorganismo...23
Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de los desinfectantes empleados en la
industria de [0S aliMENTOS. .......ouuiiiiiiiiiii s 24
Tabla 4. Marca y modelo de equipos empleados. ..........c.ouuvviiiiiiiinnieeeeeeeeeeeiiiiiies 37

Tabla 5. Coloracién de las colonias para cepas de Listeria spp en el agar

(o] 7o) g g o 1= oot o T8 = 4 I Y RS USRPPP 41
Tabla 6. Iniciadores utilizados para PCR-MUIIPIEX .........ccevvviiiiiieiiiiiieeeeeeee e 41
Tabla 7. Mezclas de reaccion para PCR-Multiplex de Listeria Spp........cccccvvunnenn.. 43

Tabla 8. Esquema de clasificaciéon de la capacidad formadora de biopeliculas. ...45
Tabla 9. Primers empleados en la deteccién de genes de resistencia a QACs.....46

Tabla 10. Criterios de seleccidn para ensayos de interaccién con L. monocytogenes.

Tabla 11.Clasificacion de cepas de Listeria spp. en funcion del nivel de produccién

dE DIOPEIICUIAS. ...ttt e e 58
Tabla 12. Perfil de formacion de biopeliculas en cepas de Listeria spp. ............... 63
Tabla 13. Prevalencia del gen bcrABC en cepas de Listeria spp. ....ccooeeevevvvvnnnnnn.. 66

Tabla 14. Escala de la evaluacion semicuantitativa del riesgo de persistencia de
cepas de Listeria spp. asociado a la produccion de biopeliculas y a la presencia del
[0 =T 0 o T 72 = PP 68
Tabla 15. Nivel de riesgo de persistencia en cepas de Listeria spp. ........cccceene.... 69
Tabla 16. Cepas no patdgenas de Listeria spp. portadoras del gen bcrABC
seleccionadas para los ensayos de interacCion. ..............ouuvviviiiiiieeeeeeeeeeeeeiiieinnnnns 72
Tabla 17. Porcentaje de transferencia del gen bcrABC de cepas de Listeria spp. a
L. MONOCYIOGENES ...ceuiiitiieii ettt et e e et e e et et e e e e e e e e e e ean s 86
Tabla 18. Poblaciones en cepas de L. monocytogenes receptoras del gen bcrABC

EXPUESTAS @ QACS. ... it 90



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracion de hortalizas congeladas (Garcia et

Al., 2009). oo e e e e e e e e 5
Figura 2. Fisiopatogenia de la infecciébn por Listeria monocytogenes (Olivares,
120 [0 ) TR PP PPRPPPPRRRPRRR 11
Figura 3. Numero de brotes asociados al consumo de alimentos en Estados Unidos
en el periodo 2008-2018 (CDC, 2018). ...ucieiieeiiiiieeeeeeiiie e eee e e e e 12
Figura 4. Etapas en la formacioén de biopeliculas bacterianas (Rukavina et al., 2016).
............................................................................................................................. 19
Figura 5. Mecanismos de resistencia a desinfectantes en bacterias (Gnanadhas et
Al., 2003). ettt e e et e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaans 27

Figura 6. Principales mecanismos involucrados en la resistencia a desinfectantes
quimicos en biopeliculas (Yuan et al., 2020)...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 28
Figura 7. Elementos genéticos movilizados por transferencia horizontal dentro de
las células bacterianas (Mc-Carlie et al., 2019).........ccoevviiiiiiiiiiiiiie e, 30
Figura 8. Estrategia general de trabajo...........ccoooviiiiiiiiiiiii 39
Figura 9. Perfiles de formacion de biopeliculas durante 72 h de incubacion
(Modificado de: Lucero-Mejia et al., 2020). ........ouuiiieiiiiiiiee e 45
Figura 10. Especies de Listeria identificadas en cultivos provenientes de muestras

colectadas en una planta procesadora de hortalizas congeladas. A) 2019, B) 2021

Figura 11. Correlacion entre DO 595 nmy LOG UFC (72 h)...ccoovvvvvvveiiiiiiiiieeenn. 56
Figura 12. DinAmica de formacién de biopeliculas en cepas de Listeria spp. A) L.
grayi, B) L. innocua, C) L. ivanovii, D) L. monocytogenes, E) L. seeligeri, F) L.
WEISIIMETT. .. ettt e e e e e e e e e e e e s eeaannnaas 62
Figura 13. Adhesion a superficies de acero inoxidable de cepas de Listeria spp. en
cultivo Individual Y MIXEO.. ...uuuiiiicec e 74
Figura 14. Poblaciones de cepas de Listeria spp. formadas sobre acero inoxidable

en Cultivo individual Y MIXIO. .....uueiieiiiiie e e e e e e e e 77



Figura 15. Capacidad formadora de biopeliculas de cepas de Listeria spp. sobre

superficies de acero inoxidable en cultivo individual y mixto.. .........cccoeeeevvviinnnne. 82

XI



1. INTRODUCCION

Los alimentos listos para consumo o ready-to-eat se han popularizado en las ultimas
décadas pues resultan una alternativa facil y rapida para satisfacer la necesidad de
alimentos en todo momento. Entre ellos el consumo de vegetales precocidos y
congelados se ha incrementado ya que ademas del aporte nutrimental, el
procesamiento permite ofertar este tipo de productos en cualquier época del afio y
disminuir las pérdidas (Godinez-Oviedo, 2014). Sin embargo, la presencia de
microorganismos patdégenos especificamente Listeria monocytogenes es una
problematica que aqueja constantemente a los productores (Moravkova et al.,
2017).

L. monocytogenes es el agente etioldgico de la listeriosis, una enfermedad que
afecta a personas hipersensibles causando la muerte en aproximadamente el 30 %
de los casos (Garcia et al., 2019). En afios recientes alimentos congelados han sido
vehiculos en brotes de listeriosis. De acuerdo con informacién del Centro para el
Control de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos,
durante la década del 2010-2020 ocurrid un brote en donde el consumo de
productos vegetales congelados fue el vehiculo, afectando al menos a 10 personas
y alcanzando una taza de letalidad del 30% (CDC, 2016).

El estudio epidemiolégico de los brotes ha demostrado que L. monocytogenes
puede persistir por afios en los ambientes de produccién de alimentos (Ferreira et
al., 2014). Este fendbmeno se asocia al caracter psicrétrofo del microorganismo y a
su capacidad formadora de biopeliculas. Dentro de las biopeliculas bacterianas se
puede propiciar la resistencia a agentes desinfectantes empleados en la industria
de alimentos, ya que las células inmersas dentro de estas estructuras se exponen
a concentraciones subletales de los compuestos quimicos, o bien pueden adquirirla
mediante transferencia horizontal de material genético entre microorganismos (Mc-
Carlie et al., 2019). Uno de los desinfectantes mas comunmente empleados en la

industria alimentaria son los compuestos cuaternarios de amonio (QACs, por sus



siglas en inglés). Se ha reportado que en cepas de L. monocytogenes existe la
presencia algunos determinantes genéticos que se asocian con la
resistencia/tolerancia a dichos compuestos. Especificamente, el gen qgacH
altamente conservado en el transposon Tn6188 y el gen bcrABC presente en un
casete de genes homoénimo, los cuales codifican para diferentes sistemas de

transporte y expulsion del desinfectante (Mgretrg et al., 2017b).

El control de L. monocytogenes en la industria de alimentos se enfoca en el
monitoreo de su presencia y el género Listeria suele usarse como grupo indicador,
y para verificar la eficiencia de medidas de control aplicadas para el patégeno
(Jagadeesan et al., 2019). La presencia de las especies no patdgenas del género
con capacidad para producir biopeliculas podria favorecer el establecimiento de la
especie patdégena y el intercambio de genes de resistencia a agentes
desinfectantes. La informacion disponible en la literatura que describa la interaccion

entre las especies del género Listeria es escasa.

Por ello, el objetivo del presente proyecto fue realizar una evaluacion de las
interacciones (sinergismo/antagonismo) entre especies no patdgenas del género
Listeria con L. monocytogenes en biopeliculas, y determinar si ocurre el intercambio
de genes asociados con la resistencia a QACs cuando se encuentran inmersas en

estas estructuras.



2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos listos para consumo.
En afos recientes han ocurrido una serie de cambios relevantes en los habitos de
consumo de alimentos por parte de la sociedad en general. Un ejemplo de ello es
el incremento en la produccion masiva de alimentos listos para el consumo (RTE,
por sus siglas en inglés). Estos se definen de acuerdo con el Reglamento 2073 de
la Comision Europea como aquellos productos destinados por el fabricante al
consumo humano directo sin que exista la necesidad de un proceso de coccion u
otro tipo de transformacion que resulte eficaz para eliminar o reducir a un nivel

aceptable los peligros microbianos que pudieran estar asociados (RCE, 2005)

Algunas de las ventajas de los alimentos RTE es que tienen una calidad sensorial
estable, ahorran tiempo a las personas y agilizan el trabajo en el hogar. Sin
embargo, el que sean sometidos a operaciones como el troceado, cortado,
dosificacion, envasado u otro tipo de manipulaciones incrementa los riesgos de que
ocurra una contaminacion accidental. Por otro lado, los principales problemas de
estos productos son los de naturaleza microbiana, ya que patdégenos como
Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, entre
otros, pueden contaminar el alimento en algun punto durante su procesamiento. L.
monocytogenes, representa uno de los principales retos para la industria, dada su
ubicuidad, la resistencia a diferentes tipos de estrés, la capacidad para formar
biopeliculas y sobre todo por su caracter psicrotrofo. Los alimentos RTE pueden
provenir de productos procesados como embutidos, pastas, mortadelas, jamoén
cocido, pescado ahumado, quesos; o de productos frescos como una gran

diversidad de frutas y hortalizas (Ordofiez et al., 2017).

2.1.1 Hortalizas congeladas
Las hortalizas son todos aquellos productos de origen vegetal provenientes de
plantas herbaceas de ciclo anual o bienal de practicas agronémicas intensivas,
caracterizadas por ser consumidos de manera directa o procesada en algunos

casos. En relacion con la composicion, el contenido de agua suele ser mayor al 70



%, contienen compuestos antioxidantes como los carotenoides, vitamina C, calcio,
hierro y otros minerales. El contenido energético generalmente es menor a las 100
kcal por cada 100 g. La vida de anaquel en este tipo de productos varia desde unos
cuantos dias, hasta un afio como méaximo dependiendo de los tratamientos que
reciban (Mendoza et al., 2010).

En México por volumen de produccion se considera al jitomate, chile verde,
esparrago, brécoli, coliflor, elote y pepino como las principales hortalizas, ya que en
el afo 2021 se generaron cerca de 8.8 millones de toneladas (SIAP, 2021). Para
extender la vida util de este tipo de productos se han implementado los métodos de
conservacion a bajas temperaturas como la congelacion y la refrigeracion, lo cual
ha mostrado tener muy buenos resultados en vegetales enteros, procesados, pre-
cortados, ensaladas preparadas, ocasionando cambios minimos desde el punto de
vista sensorial y sin afectar los diferentes componentes nutricionales (Garcia et al.,
2019). De acuerdo con datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) en el afio 2016 en México se generd un total de 280 mil toneladas
de productos vegetales congelados, de los cuales el 93% son destinados a la
exportacion (SIAP, 2016).

2.1.2 Procesamiento

En la produccién de hortalizas congeladas, la recepcion de la materia prima es una
etapa bastante importante, ya que representa la principal via de entrada de
microorganismos patégenos al entorno de produccidbn en caso de estar
contaminadas, lo que hace necesario el establecimiento de criterios de aceptacion
y rechazo tomando en cuenta las caracteristicas que presenten. Una vez que los
productos se seleccionan, se someten a una serie de tratamientos. En la Figura 1
se muestra de manera esquematizada algunos de los principales pasos, ya que
pueden presentarse variaciones en funcion de la hortaliza que se esté procesando
(Garcia et al., 2019).
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Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracion de hortalizas congeladas (Garcia
et al., 2019).

El escaldado o blanqueamiento, es una operacion preliminar que consiste en un
tratamiento térmico por tiempos cortos y temperaturas de entre 90-100 °C. Su
objetivo primordial es inhibir a las enzimas presentes con el fin de minimizar cambios
de textura y color. A pesar de que esta etapa no esta disefiada para eliminar peligros
microbianos en los alimentos, esta operacion correctamente realizada permite la
disminucién de células vegetativas microbianas en el producto. Sin embargo, si el
tratamiento empleado resulta deficiente, algunos microorganismos tienen la
capacidad de generar resistencia al estrés propiciando su sobrevivencia y potencia
su proliferacion y persistencia en el producto y el ambiente (Casp et al., 2003;
Tigreros et al., 2021).

Finalmente, la congelacion es uno de los procesos mas empleados para la
conservacion de hortalizas, aunque mucha de la calidad de estos productos se
encuentra determinada por los diferentes pretratamientos que reciban. Durante esta
etapa basicamente se somete al producto a temperaturas de entre -25 °C y -40 °C,
incrementando la vida atil al menos un afo y disminuyendo la pérdida de los
nutrientes. Una vez ocurrida la congelacion el limite superior para el
almacenamiento de las hortalizas congeladas es de -18 °C; a esta temperatura el

desarrollo microbiano se ve detenido (Gémez-Sanchez et al., 2007).



2.1.3 Microbiologia de Hortalizas

El microbioma asociado a las hortalizas constituye un sistema complejo y diverso.
Esta constituido por bacterias Gram negativas como Enterobacter, Pantoea y
Pseudomonas; y algunos Gram positivos tal es el caso de Bacillus, Paenibacillus y
Clostridium (Jay et al., 2008). Como consecuencia del elevado contenido acuoso en
combinacion con la presencia de microheridas, dafios por enfriamiento, maduracion
en ambientes modificados, presencia de zonas necroéticas y el crecimiento cercano
al suelo, se incrementa la susceptibilidad del producto a sufrir infecciones que lleven
al deterioro por diferentes grupos microbianos destacandose los hongos
filamentosos Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, y Alternaria; y las
levaduras pertenecientes a los géneros Candida, Rhodotorula, Colletotrichum, y
Saccharomyces. Las bacterias acido lacticas constituyen una parte importante del
microbioma al encontrarse ampliamente distribuidas en la superficie de las
hortalizas; ademas de que tienen participacion activa en el deterioro ya que algunas
poseen enzimas capaces de degradar la celulosa y las pectinas, ocasionando un
reblandecimiento, siendo los géneros mas relevantes Leuconostoc y Lactobacillus
(Carrillo et al., 2007).

Una investigacion exhaustiva en materia de brotes asociados al consumo de
hortalizas congeladas permitié la identificacion y categorizacion de los principales
patdgenos involucrados de acuerdo con su hébitat. Las bacterias asociadas al suelo
fueron: Clostridium botullinum, L. monocytogenes y Bacillus cereus; las
relacionadas con contaminacion fecal: Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia
coli O157:H7. En el caso de los parasitos estos suelen asociarse mayormente a los
productos frescos y entre los virus se consideran relevantes a Hepatitis A, Rotavirus
y Norovirus. Muchos de estos patégenos son diseminados via persona-persona o
por zoonosis, de modo que la manipulacion por trabajadores o preparadores
enfermos, la contaminacién cruzada, el uso de agua contaminada, el uso de

estiércol inadecuadamente compostado como material de abono y el contacto con



suelo contaminado suelen ser los mecanismos comunes de diseminaciéon de

patdgenos humanos a los alimentos (Sapers et al., 2005).

Concretamente se ha asociado una baja carga microbiolégica a las hortalizas
congeladas, debido principalmente a las bajas temperaturas durante el
almacenamiento y a los pretratamientos que recibe el producto en la cadena de
procesamiento. En mezclas de hortalizas congeladas el numero de
microorganismos usualmente esta entre 4-6 Log UFC/g. Las bacterias acido lacticas
se han encontrado altamente asociadas, aunque también se ha descrito que
microorganismos pertenecientes al microbioma del entorno de produccion también

pueden encontrarse (Godinez-Oviedo; 2014).

2.2 Género Listeria.

El género Listeria pertenece al filo Firmicutes y al orden de los Bacillales.
Originalmente desde el afio 1984, estaba constituido por seis especies: L. grayi, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii y L. monocytogenes. Sin embargo,
para el afio 2009 fueron descritas 11 especies nuevas (Orsi et al., 2016). Teniendo
como base la relaciéon de las especies con L. monocytogenes se subclasifican en
dos grupos: Listeria sesu strictu que incluye a L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L.
seeligeri, L. welshimeri, L. monocytogenes y el grupo Listeria sensu lato donde se
encuentra L. grayi junto a las otras 10 especies descritas recientemente (Chiara et
al., 2015). A pesar de que la informacion epidemiolégica ha revelado que L.
monocytogenes es la Unica especie patdégena para el hombre y que L. ivanovii tiene
la capacidad de causar enfermedad en animales rumiantes y (FDA, 2012), esta
tltima se ha visto implicada también en enfermedades en humanos (Guillet et al.,
2010).

2.2.1 Caracteristicas del género Listeria
Las especies de Listeria son bacilos Gram positivos que al observarse en
microscopia se disponen de forma individual o en ocasiones formando cadenas
cortas. La distribucién es considerada cosmopolita al tener una gran capacidad de

adaptacion a diferentes nichos ecologicos tales como el suelo, agua, plantas y



ambiente en general. Son bacterias no esporuladas, anaerobias facultativas,
catalasa positivas y oxidasa negativas. La temperatura 6ptima de crecimiento esta
entre 30-37 °C, sin embargo, pueden crecer a 4 °C. El contenido de guanina-citocina

presente en su ADN se encuentra en el rango de 36-38 % (Matereke et al., 2020).

2.2.2 Listeria monocytogenes

Es una bacteria con capacidad de crecimiento anaerobio facultativo, exhibe
tolerancia a un rango amplio de temperaturas que va por debajo de los 0 °C hasta
los 45 °C, presentando el 6ptimo de desarrollo a 37 °C (Castafieda-Ruelas et al.,
2014). Por lo tanto, es considerado un microorganismo psicrotrofo al haberse
demostrado la capacidad de desarrollo incluso en refrigeracién con temperaturas de
hasta -1.5 °C. Dicha facultad que ha permitido distinguirla respecto a otros
microorganismos patdgenos transmitidos por alimentos tales como Salmonellay S.
aureus cuyo desarrollo se inhibe bajo esas condiciones (Schobitz et al., 2009;
Pereira et al., 2018). En cuanto al pH el crecimiento puede ocurrir en niveles que
abarcan ambas direcciones de la escala, siendo los limites en condiciones &cidas
de 4.0 y en alcalinas de 9.6. Presenta tolerancia al cloruro sodico (NaCl) en
concentraciones mayores al 20 %, sin embargo, el desarrollo se inhibe por arriba
del 10 % (Castafieda-Ruelas et al., 2014).

Se le considera una bacteria de vida libre ampliamente distribuida en suelos, agua
y vegetacion; los principales reservorios son animales domésticos, fauna silvestre,
aves de corral y el hombre (PAHO, 2018). A pesar de que la frecuencia de
aislamiento a partir de los alimentos es relativamente baja, ningin producto se
encuentra exento de contaminarse con esta bacteria durante toda la cadena de
produccion dado que presenta una gran capacidad de supervivencia dentro de los
entornos de produccion (Moravkova et al., 2017). Algunos de los alimentos a los
gue mas se ha asociado esta bacteria son los RTE, ademas de productos cérnicos
crudos de pollo, res o pescado y diferentes lacteos como leche, helado, mantequilla

y quesos (Buchanan et al., 2017).



2.2.3 Factores de virulencia de Listeria monocytogenes
Esta bacteria es intracelular facultativa capaz de invadir y sobrevivir en células de
diferentes mamiferos. En el caso de los humanos ha mostrado predileccion hacia
los hepatocitos cuando no logra ser contrarrestada por la respuesta inmunoldgica,
aungue también invade macrofagos, fibroblastos y células epiteliales. (Olivares,
2009). Presenta una proteina de superficie denominada internalina, de la que se
han identificado las variantes InlA e InIB codificadas por los genes homénimos, las
cuales interactian con los receptores E-Cadherina y Met que estan presentes en
las células del huésped, por lo que median la adhesién e internalizaciéon del

patdgeno mediante el proceso de fagocitosis (Vera et al., 2013).

Una vez dentro del fagosoma, inicia la produccion de una hemolisina llamada
Listerolisina O codificada por el gen hyl, la cual se encarga de inducir la formacion
de poros en el fagosoma. Ademas, ocurre la sintesis de dos fosfolipasas, una
especifica para el fosfatidilinositol codificada por el gen pIcA y la otra de amplio
rango por la presencia del gen plcB, las cuales le permiten escapar del fagosoma
antes de que ocurra la fusién lisosomica (Johansson et al., 2019). Otra proteina
relevante es la codificada por el gen actA y recibe el mismo nombre, ya que favorece
el reclutamiento y posterior polimerizacion de actina a nivel intracelular cuando se
encuentra a nivel citoplasmaético, lo cual es indispensable para el mecanismo que la
bacteria emplea para invadir células adyacentes, consiguiendo de esa manera

evadir la respuesta inmunoldgica (Matereke et al., 2020).

2.2.4 Listeriosis
L. monocytogenes es el agente causal de la listeriosis, una enfermedad de
transmision alimentaria (ETA). Puede manifestarse de manera localizada como un
cuadro gastrointestinal en pacientes inmunocompetentes, mientras que, en
embarazadas, ancianos y pacientes con sistemas inmunitarios debilitados se
incrementa la posibilidad de desarrollarse una forma invasiva mas peligrosa; las
principales manifestaciones suelen ser la bacteriemia y la meningitis, resultando

importante que la poblacion perteneciente a estos grupos limite el consumo de



alimentos de alto riesgo (OMS, 2018). Se han identificado 13 serovariedades que
conforman cuatro linajes con diferencias en cuanto a vias de transmision y
capacidad de ocasionar enfermedad entre los consumidores. En menos del 95 %
de los casos ocurridos en humanos se han asociado las variedades 1/2a, 1/2by 4b,
identificAndose a este ultimo como el principal causante de brotes, de modo que a
los otros dos se les atribuyen casos esporadicos. La dosis infectante se reconoce
en 100 células aunque es imprescindible tener en cuenta la variabilidad de la
sensibilidad de la persona hacia el patdgeno, la virulencia de la cepa, el alimento,
entre otros factores (PAHO, 2018).

Los sintomas de la enfermedad varian segun el curso que tome, siendo
determinante el estado inmune del paciente. En los cuadros de tipo no invasivo se
presenta diarrea, fiebre, dolor de cabeza y dolores musculares, los cuales aparecen
tras un periodo de incubacion variable en dias posterior al consumo del alimento
contaminado. Cuando se desarrolla la forma invasiva, dicho periodo presenta una
variabilidad mayor que oscila entre 1 o 2 semanas, aunque puede llegar a
postergarse hasta los tres meses, apareciendo los sintomas del cuadro no invasivo
con la incorporacion de algunos mas graves que conducen a la ocurrencia de

enfermedades como la septicemia y la meningitis (OMS, 2018).

En algunos érganos como el higado y el bazo, la respuesta inmune ante la presencia
de L. monocytogenes es mediada por las células T que consiguen limitar la infeccién
en gran medida; aunque también pueden involucrarse anticuerpos, complemento y
neutréfilos (PAHO, 2018). De manera general la fisiopatogenia de la listeriosis se
encuentra descrita en la Figura 2. La bacteria atraviesa la barrera intestinal
ocurriendo la internalizacion por fagocitosis derivado de la interaccion de las
internalinas A y B con sus respectivos receptores en la superficie celular. Se inicia
la formacién del fagosoma que tras la sintesis y concentracion del principal factor
de invasion la Listeriolisina O, se lisa permitiendo la llegada de la bacteria a nivel
citoplasmatico. Una vez alcanzada esa zona, se sintetiza y expresa la proteina actA
que induce la polimerizacién de la actina para permitir la movilidad dentro de la
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célula huésped; ocurriendo posteriormente su translocacion hacia la superficie de la
membrana donde se generan proyecciones similares a los pseuddépodos que son a
capturados por células circundantes, que permiten asi el desplazamiento de la
bacteria en los diferentes tejidos del hospedador sin que se exponga al sistema

inmunitario (Olivares et al., 2009).
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Figura 2. Fisiopatogenia de la infeccion por Listeria monocytogenes (Olivares,
2009).

La frecuencia de la listeriosis es de 1-10 casos anuales por millon de personas
dependiendo del pais y la region. Sin embargo, el que ocasione la muerte del
paciente en promedio del 20-30 % de los casos la transforma en un importante
problema de salud publica (Schdébitz et al., 2009; CDC 2017). EI CDC reporta al

menos 1600 casos de listeriosis en los Estados Unidos cada afio (CDC, 2017)
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2.2.5 Brotes de Listeriosis
Durante la década de 2008 al 2018 ocurrieron un total de 74 brotes en donde el
agente etiologico identificado fue L. monocytogenes, a partir de los cuales se
derivaron 769 enfermedades y 669 hospitalizaciones; consumandose el deceso del
paciente en al menos 121 casos, es decir el 15.73% con respecto al total
enfermedades. En la Figura 3 se muestra el nUmero de brotes por afio en la década
citada indicandose el origen de los mismos. El consumo de alimentos contaminados
con esta bacteria fue el principal medio para contraer la enfermedad, ya que este
fue el origen en poco mas del 97 % de los brotes registrados, mientras que el
porcentaje restante se clasificO6 como desconocido o indeterminado, habiendo
descartado de manera previa la posibilidad de transmision de persona a persona,

por contacto con animales o cuestiones medio ambientales (CDC, 2018).
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Figura 3. Numero de brotes asociados al consumo de alimentos en Estados
Unidos en el periodo 2008-2018 (CDC, 2018).

En México, debido a la ausencia de la investigacion de brotes, no se cuentan con
informacion respecto a la incidencia de listeriosis entre la poblacion, asi como el

costo econdmico que representa para el pais. En una revisién que cubri6 los afios
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de 1982 a 2006, se encontr6 que solamente se notificaron 14 casos en pacientes
pertenecientes a distintos grupos de edad. La sintomatologia presentada fue
variable, aunque la enfermedad se manifest6 mayormente como una
meningoencefalitis en poblacion del género femenino con una tasa de letalidad del
50 % (Castafieda-Ruelas et al., 2014).

2.2.6 Interacciones entre especies del género Listeria
Las especies del género Listeria tienen la capacidad de formar biopeliculas y por
tanto podrian colonizar el entorno en donde se producen alimentos, siendo de mayor
relevancia desde el punto de vista de la inocuidad aquellos denominados como
RTE. La similitud en el comportamiento, la tolerancia y el origen entre L.
monocytogenes y las especies no patégenas han permitido que Listeria spp. se
considere como grupo indice de la presencia del patdbgeno L. monocytogenes
(Hasani et al., 2020). Dentro de las validaciones de tratamientos que se llevan a
cabo en la industria de alimentos, se ha utilizado a L. innocua como microorganismo
subrogado de L. monocytogenes debido a la similitud genética y a la capacidad de

formar biopeliculas en diversos materiales (Agustin et al., 2018).

Algunos estudios sugieren que L. innocua ejerce una actividad antagonista que
limita la supervivencia y desarrollo de L. monocytogenes en superficies de acero
inoxidable, ya que la primera causa una disminucion en la capacidad de adherencia
y formacion de biopeliculas del patdgeno como consecuencia de una diferencia de
las cargas presentes en la superficie de ambos microorganismos. En trabajos en
donde se ha estudiado el crecimiento dual entre estas dos cepas, se ha observado
una reduccion de L. monocytogenes incluso en medios selectivos, lo que ha sido
atribuido en gran medida a la capacidad de absorcion y agotamiento de los recursos
nutricionales en el medio que ejerce L. innocua, lo cual ocasiona un incremento en
la sintesis y concentracion de metabolitos similares a las bacteriocinas por parte de

la especie no patdgena (Zilelidou et al., 2018).
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2.3 Persistencia microbiana en la industria de los alimentos.

El concepto de persistencia de los microorganismos puede referirse a la
supervivencia por un largo periodo de tiempo de un microorganismo en un huésped,
generalmente como consecuencia de la resistencia a los antibiéticos administrados
durante el tratamiento de una enfermedad. En el contexto de la inocuidad de
alimentos, se denomina persistencia a la presencia o viabilidad de los
microorganismaos tipicamente sin crecimiento por un largo periodo de tiempo en una
matriz definida, que puede ser un alimento o una superficie inerte de diversa
composicion, en el ambiente o el entorno de produccion de los mismos (Ferreira et
al., 2014).

De manera general esta capacidad de persistencia se determina en proporcion
variable por la habilidad que exhiben los diferentes grupos microbianos para
adaptarse a diferentes tipos de estrés ligados a variaciones en factores fisicos como
son la presién osmotica, temperatura y humedad relativa; asi como a factores
quimicos tales como el pH, cantidad de nutrientes y la concentracion de especies
oxidativas resultado del metabolismo propio del microorganismo. Otro factor que
hoy en dia se considera importante es la exposicion previa del microorganismo a
concentraciones subletales de los diferentes desinfectantes empleados en las
operaciones durante el procesamiento de un alimento; lo cual ha contribuido al

aumento en la resistencia a estos compuestos (Matereke et al., 2020).

2.3.1 Prevalencia de Listeria monocytogenes en el entorno de produccion de
alimentos

La presencia de L. monocytogenes en el entorno de produccion de alimentos que
conduce a la contaminaciéon de los productos que se elaboran en él, ha resultado
ser la causa raiz de un gran niumero de brotes de listeriosis. La situacion resulta
critica ya que se ha demostrado que la persistencia del patdgeno en ambientes de
produccion de alimentos puede ser por afios e incluso décadas (Ferreira et al.,
2014). En estos sitios, el crecimiento bacteriano se encuentra fuertemente ligado a
la presencia de nutrientes y condiciones de elevada humedad. Especificamente, L.
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monocytogenes suele encontrarse en el suelo, aguas estancadas, una gran
diversidad de equipos Yy utensilios, bandas transportadoras, camaras de
refrigeracion, tineles de congelacion, por citar algunos ejemplos (Townsend et al.,
2021). La prevalencia de este microorganismo se ha estimado mayor al 9 % en
plantas procesadoras de jamon curado espafiol, carne cruda, salmén ahumado en
frio y lacteos (Alia et al., 2020). En el caso especifico de la industria de las hortalizas
congeladas Godinez-Oviedo (2014) realiz6 un estudio en el que durante un afo se
analizaron muestras de producto, de superficies de contacto directo y no contacto
con el producto para la busqueda de L. monocytogenes, la prevalencia del patégeno
en producto, superficies de contacto directo y superficies de no contacto fue de 6.69
%, 5.58 %, y 27.27 % respectivamente.

La prevalencia de L. monocytogenes puede deberse a la capacidad de algunas
cepas para sobrevivir y desarrollarse en nichos establecidos dentro de las plantas
procesadoras cuyos procesos de limpieza y desinfeccion pueden tornarse
complicados, tal es el caso de grietas o hendiduras de diferentes superficies
(Buchanan et al., 2017). La gran capacidad de adaptacion y respuesta al estrés
ambiental por parte de este microorganismo puede considerarse la segunda causa
gue detona su elevada persistencia y prevalencia en la industria alimentaria. Otra
caracteristica que favorece la persistencia del patégeno es su capacidad para
adherirse a las superficies inertes y formar biopeliculas (Matereke et al., 2020). Se
han descrito diversos mecanismos que emplea L. monocytogenes para
contrarrestar el estrés que puede presentarse en el ambiente de produccion de
alimentos (Tabla 1).

Tabla 1. Mecanismos de respuesta al estrés de Listeria monocytogenes

Causa de Mecanismos de respuesta Referencia

estrés

Temperatura Expresion de proteinas de choque por Kocaman et al., 2016
frio (CSPs) o de choque por calor Matereke et al., 2020

(HSPs) segun sea el caso, las cuales
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actuan como chaperonas permitiendo
desde la replicacion hasta el
plegamiento proteico en las distintas

temperaturas.

Acidez Respuesta de tolerancia al &cido Kocaman et al., 2016
(ATR), arginina desaminasa (ADI) y Matereke et al., 2020

glutamato descarboxilasa (GAD).

Alcalinidad Estimulacién de sistema de Kocaman et al., 2016

transporte de protones y solutos.

Sustancias Desintoxicacién de especies Kocaman et al., 2016
oxidantes reactivas de oxigeno (ROS) mediante Matereke et al., 2020
catalasa, alquilohidroperoxidasa vy

superoxido dismutasa.

Alta  presién Ingreso de potasio y glutamato a la Matereke et al., 2020
osmotica célula; seguido de la captacion de
osmoprotectores como glicina,

betaina y carnitina.

2.3.2 Biopeliculas
Conforme las células bacterianas se desarrollan en diversas superficies, forman
agrupaciones que se adhieren y se encuentran embebidas a una matriz adhesiva
formada por restos de células muertas y diferentes excreciones celulares, la cual
recibe el nombre de biopelicula o biofilm (Mandigan et al., 2015b). Estas sustancias
poliméricas extracelulares o EPS son la matriz de la biopelicula y generalmente la
constituyen polisacaridos, fosfolipidos, proteinas, acidos nucleicos, acidos teicoicos

entre otras; las cuales favorecen la union entre células (Flemming et al., 2016).

Un gran numero de brotes de ETA se han asociado a la formacién de biopeliculas
por diferentes patdégenos en diversas plantas productoras, reconociéndose como

una fuente importante de contaminacion en las industrias de la cerveza, lacteos,
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mariscos, carne y pollo (Srey et al., 2013). Tanto la adhesién microbiana como la
formacion de biopeliculas son de gran importancia para la industria de los alimentos,
ya que pueden ocurrir en diferentes superficies que entran en contacto con los
productos. Los microorganismos que se encuentran ahi presentes muestran una
mayor resistencia ante los agentes desinfectantes, detergentes, desecacion, luz
ultravioleta y conservadores (Carrillo et al., 2010). Se ha reportado que tanto los
equipos de acero inoxidable como los utensilios son sitios que favorecen la
formacién de estas estructuras, adquiriendo de esta manera la capacidad de
transferir microorganismos al entrar en contacto con los alimentos. Lo anterior es
denominado como potencial de Dbiotransferencia, y ha de ocurrir
independientemente de si el nUmero de microorganismos presente es pequefio 0

muestra variaciones dentro de un &rea en particular (Oliveira et al., 2010).

L. monocytogenes presenta una gran capacidad de adhesion a las superficies,
incluidas las compuestas por plastico, polipropileno, acero inoxidable, gomas,
caucho e incluso vidrio. Lo anterior ha facilitado de manera considerable su
persistencia incluso en lugares inaccesibles dentro de la cadena de procesamiento
de los alimentos, obligando a los productores a modificar o emplear nuevas técnicas
de desinfeccién para eliminarlos (Bonsaglia et al., 2014). Los factores ambientales
como la temperatura, el pH y el grado de hidrofobicidad de la superficie han
demostrado tener un efecto sobre el proceso de motilidad bacteriana que tiene un

rol importante en la adhesion de este microorganismo (Cappitelli et al., 2014).

Es indispensable que la superficie en donde se realice la adhesion permita la
viabilidad y desarrollo de los diferentes microorganismos para garantizar la
formacién de la biopelicula. Se ha observado que el microbioma residente en el
entorno de produccién de alimentos es capaz de interactuar con microorganismos
transitorios, lo que lleva en ocasiones a la supervivencia, colonizacién y formacion
de biopeliculas por microorganismos patdgenos incluido L. monocytogenes (Agustin
et al., 2018).
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2.3.3 Mecanismos de formacion de biopeliculas
La formacion de biopeliculas se ha descrito en cinco fases (Figura 4). Las primeras
dos fases corresponden a los procesos de adhesion reversible e irreversible
respectivamente, seguidas del desarrollo y crecimiento temprano del
microorganismo que al alcanzar niveles adecuados permite el inicio de la fase de
maduracién de la biopelicula en la que se da el desarrollo final y posterior dispersion

de las células colonizadoras (Rukavina et al., 2016).

Algunos autores integran las etapas de adhesion en una sola, por la proximidad con
la que ocurren in vivo. La reversible puede ser activa o pasiva en funcion de la
motilidad o el transporte gravitacional con que se produzca la llegada de la bacteria
a la superficie, ocurriendo poco tiempo después de la fijacion; el éxito en esta etapa
es dependiente de las propiedades fisicas y quimicas de la superficie celular
bacteriana y la de contacto. Tras un tiempo que oscila entre los 20 minutos y las 4
horas ocurre la adhesion irreversible favorecida sobre todo a temperaturas de entre
4y 20 °C asociado a la produccion de un polimero extracelular (Oliveira et al., 2010).

En la tercera etapa se inicia la formacion de microcolonias como resultado del
incremento y acumulacién en el namero de los microorganismos adheridos, de
modo que, al alcanzar un estado fisiolégico Optimo, se inicia la produccion de
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), lo cual fortalece el enlace entre las

bacterias e incrementa la estabilidad ante el estrés ambiental (Srey et al., 2013)
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Figura 4. Etapas en la formacion de biopeliculas bacterianas (Rukavina et al.,
2016).

El que la biopelicula alcance la etapa de maduracién dependera de la disponibilidad
de los nutrientes dentro del sistema, de tal forma que después de aproximadamente
10 dias se va transformando en una estructura bastante mas organizada donde las
bacterias forman microcolonias heterogéneas en la superficie de contacto pudiendo
ser complejas y dispersas con canales de agua abiertos. La dispersion es la Ultima
etapa del ciclo de formacién de la biopelicula, permite que las células regresen a su
forma plancténica, como consecuencia de procesos intrinsecos desarrollados en la
estructura, como actividad enzimatica, aumento o disminucién en la liberacion de
EPS y degradacién de las proteinas de union a superficie, lo que puede llevar al
desprendimiento de las células de la superficie de adhesion inicial, permitiendo la

posterior colonizacion de nuevos nichos (Srey et al., 2013).

2.3.4 Interacciones microbianas en biopeliculas
El concepto de comunicacién entre células de diferentes poblaciones microbianas
surgié durante la década de los 60’s, y se propuso que los factores ambientales

estaban involucrados y que algunos compuestos excretados por las propias
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bacterias eran fundamentales en la comunicacion (Kramer et al., 2009). Diferentes
estudios in vivo han evidenciado la importancia de este sistema de comunicacion
en la formacion de biopeliculas, resultando critico en la tercera etapa donde la
acumulacion de los microorganismos podria incluir algunas bacterias reclutadas del
medio circundante mediante sefializaciones (Srey et al.,, 2013). Este sistema de
sefalizaciones quimicas permite el desarrollo y maduracion del biofilm es
denominado como quorum sensing (QS), el cual ademas favorece el mantenimiento
de un alto nivel de organizacion entre las comunidades presentes en esta (Rukavina
et al., 2016). El QS juega un rol importante en el caso de las bacterias patégenas,
pues se encuentra directamente ligado a la activacion de la virulencia y al desarrollo

de resistencia a antibidticos (Saxena et al., 2019).

Los procesos controlados por el QS incrementan su efectividad y son optimizados
al haber dos 0 mas especies bacterianas conviviendo en el entorno, a diferencia de
cuando solamente se encuentra presente una especie (Kramer et al., 2009). Las
diferentes sefiales desencadenan alteraciones en la expresion génica, lo que
conduce a modificaciones de las caracteristicas fenotipicas que participan de forma
relevante en la interaccion dentro de la biopelicula como son el desarrollo,
competencia, motilidad y virulencia. Ademas, factores ambientales pueden ser
regulados determinantemente mediante este QS teniendo como ejemplo el pHy la

disponibilidad de nutrientes (Saxena et al., 2019).

Una de las técnicas que se emplean actualmente para evitar la formacién de las
biopeliculas es la inhibicion del QS. Por ejemplo, el plasma frio de nitrogeno se
utilizé con L. monocytogenes y se demostrd que se propicia la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y cambios en la expresion genética lo que
genera una disminucion del 16 al 53 % en la expresion de los genes involucrados
en el QS (Cui et al., 2020). No se han desarrollado estudios que expliquen
adecuadamente la interaccion del patdogeno L. monocytogenes con los distintos
grupos microbianos que integran el microbioma del entorno de produccion de

alimentos. Conocer los mecanismos de interaccion empleados por estos
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microorganismos seria de gran relevancia para poder implementar estrategias que
permitan disminuir la probabilidad de formacion de las biopeliculas o en todo caso
limitar la presencia del patdogeno cuando se lleguen a formar (Martinez-Rivera,
2014).

2.4 Control de Listeria monocytogenes en la industria de alimentos

Durante mucho tiempo se consider6 que la aplicacion de procesos térmicos
tradicionales era la Unica forma para garantizar la ausencia de L. monocytogenes
en los alimentos, a pesar de la alteracion de los productos desde el punto de vista
sensorial y nutricional (Magalhaes et al., 2016). Estas desventajas condujeron a que
en afos recientes con el propdsito de controlar a L. monocytogenes se hayan
implementado nuevas tecnologias tales como altas presiones hidrostaticas,
sonicacién, microondas, irradiacion, calentamiento 6hmico, ozonizacion, campos
eléctricos pulsados y el plasma frio (Bahrami et al., 2020). Por otro lado, la
implementacion rigurosa y estricta de las buenas practicas de manufactura (BPM),
procedimientos estandarizados de saneamiento (POES), buenas practicas de
higiene (BPH), es una estrategia efectiva para evitar el establecimiento de los
microorganismos en los ambientes de produccién de alimentos (Ferreira et al.,
2014).

Durante los ultimos afios se ha documentado la capacidad de supervivencia que
tiene L. monocytogenes ante agentes biocidas, asi como la habilidad que presenta
para formar comunidades multiespecie. Lo anterior ha propiciado el incremento en
la prevalencia del microorganismo en los entornos de produccion, incluso de cepas
que no son altamente productoras de biopeliculas. Algunas investigaciones han
demostrado que la fijacion de células del patégeno es mayor en superficies que se
encuentran precolonizadas por otros géneros bacterianos (Rodriguez-Lépez et al.,
2018). Se ha documentado que las biopeliculas de Listeria son altamente
resistentes a los procesos de limpieza y desinfeccion, y que la combinacion de

métodos fisicos y quimicos es una buena estrategia para mejorar su efectividad; por
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ejemplo, el caso del ultrasonido como pretratamiento a la aplicacién de agentes

antimicrobianos, favorece su penetracion (Shao et al., 2020).

Actualmente se encuentran en evaluacién métodos alternativos para el control de
L. monocytogenes que involucran enzimas, bacteridfagos, otros microorganismos y
sus metabolitos. Estos métodos son costosos, aunque presentan la ventaja de
generar menos componentes toxicos asociados a la desinfeccion quimica
(Rodriguez-Lépez et al., 2018). En un estudio realizado por Shao et al. (2020) quedd
de manifiesto la eficiencia del probiotico Leuconostoc mesenteroides obtenido a
partir de kimchi para inhibir la formacién de biopeliculas de L. monocytogenes en un
sobrenadante libre de células, relacionandose con la generacion de metabolitos que

podrian ser una herramienta interesante en el control del patégeno.

2.4.1 Desinfeccion

La desinfeccion es una operacion que busca reducir o eliminar la presencia de
microorganismos patégenos en una superficie u objeto mediante el uso de métodos
fisicos o quimicos (Skowron et al., 2018). Los agentes empleados en esta operacion
reciben el nombre de desinfectantes; los mas comunes son: halégenos y sus
derivados, yodéforos, ozono, tensioactivos, compuestos nitrogenados, compuestos
cuaternarios de amonio, acidos organicos e inorganicos, compuestos de metales
pesados, alcoholes, formaldehido y compuestos tipo peroxidos (Baranowska et al.,
2014).

Dependiendo de la concentracién, los desinfectantes pueden clasificarse como
bactericidas cuando provocan la muerte del microorganismo y bacteriostaticos en
aquellos que limitan el desarrollo sin ocasionar la muerte. Los mecanismos de
accion involucran la destrucciéon de la pared celular, dafios a nivel citoplasmatico,
oxidacion de diversos componentes tales como membrana celular, enzimas,
proteinas, acidos nucleicos, etc. Puede ocurrir también una inhibicién del transporte
activo a través de la membrana, la desnaturalizacion e inhibicioén de la sintesis de

enzimas involucradas en el metabolismo microbiano (Skowron et al., 2018).
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La eficiencia de la desinfeccion se ve limitada por la forma en que ocurre la
interaccion entre el desinfectante y el microorganismo, siendo importante la
definicion adecuada de la concentracion del agente y el tiempo de exposicion al
mismo durante el tratamiento. De igual manera, participan en forma destacada tres
tipos de factores: los asociados al propio desinfectante, los asociados al ambiente
y los que involucran las caracteristicas del microorganismo que se encuentra
embebido a la superficie (Tabla 2) (Hernandez-Navarrete et al., 2014). Un problema
relevante para los procesos de desinfeccion en la industria es la formacion de
biopeliculas, lo que aporta a los microorganismos resistencia a diferentes factores
tornando complicada la tarea de su erradicacion (Rodriguez-Melcoén et al., 2019).
Se ha demostrado que las células bacterianas que se encuentran inmersas en la
matriz de una biopelicula pueden ser de 10 a 1000 veces mas resistentes a los
desinfectantes quimicos en comparacion con sus respectivas células plancténicas
(Acker et al., 2014).

Tabla 2. Factores que influyen en la interaccion desinfectante-microorganismo.

Dependientes del Dependientes del Dependientes del
desinfectante ambiente microorganismo
e Composicion e Tiempo e Concentracion de
quimica e Temperatura microorganismo
e Concentracion e pH e Grado de
e Mecanismo de e Sustancias agregacion
accion interferentes e Tamafo del
germen
e Afinidad por los
lipidos

Fuente: Hernandez-Navarrete et al., 2014.
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2.4.2 Principales desinfectantes empleados en la industria de los alimentos
Para procurar la inocuidad y alargar la vida util de los alimentos, a nivel industrial se
han utilizado diferentes desinfectantes comerciales entre los que se encuentran:
hipoclorito de sodio, diéxido de cloro, peréxido de hidrégeno, &cido peracético,
ozono, agua electrolizada y compuestos cuaternarios de amonio (QACs, por sus
siglas en inglés) (Yuan et al., 2020). Tomar en cuenta las ventajas y desventajas de
los desinfectantes, resultan ser valiosos criterios de seleccion (Tabla 3). A excepcion
de los QACs, el mecanismo de accion de estos compuestos se asocia con su
capacidad para oxidar de distintos componentes celulares en diferentes
proporciones, mientras que los QACs se clasifican como detergentes catidnicos,
presentando interacciones con los fosfolipidos presentes en la membrana
bacteriana ocasionando su ruptura (Mandigan et al., 2015a).

Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de los desinfectantes empleados en la
industria de los alimentos.

Desinfectante Ventajas ‘ Desventajas
Hipoclorito de Econdmico, ampliamente Corrosivo, genera productos
sodio disponible y efectivo a bajas  téxicos, afectado por el pHy

concentraciones. materia organica.
Dioxido de cloro Menos corrosivo, efectividad Sumamente inestable y
a un ampliorangode pHy a explosivo.

bajas concentraciones, poca
interaccién con materia
organica, menos

subproductos dafiinos.

Peroxido de Amigable con el ambiente, Costo relativamente alto,

hidrogeno facil de usar. inestable.

Acido peracético Efectividad a bajas Corrosivo, inestable, costo
temperaturas, y baja relativamente alto.

concentracion en un amplio
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rango de pH, poca
interaccion con materia

organica.

Compuestos

cuaternarios de

Estables, no corrosivos,

amigable con el ambiente,

Afectado por materia

organica.

amonio inodoro y efectivo a un
amplio rango de pH.
Ozono Alta efectividad a bajas Costo elevado, corrosivo en

concentraciones, no forma

residuos.

acero, goma y plastico.

Agua electrolizada

Facil de operar, bajo costo,
desinfeccion efectiva,

amigable con el ambiente,

amplio espectro bactericida.

Corrosivo, baja vida de
anaguel, efecto negativo en
propiedades organolépticas,

afectado por materia

organica.

Referencia: modificado de Yuan et al., 2020.

2.5 Resistencia a los desinfectantes

Actualmente una de las mejores estrategias para erradicar la presencia de bacterias
indeseables en la industria de alimentos y el area hospitalaria, es el empleo de
desinfectantes (Bragg et al., 2018). Dichos compuestos han sido herramientas de
uso destacado en la industria de los alimentos, el sector agricola, entornos
hospitalarios, la industria de cosméticos y de productos farmacéuticos, y en el hogar.
La acelerada aparicibn de resistencia de los microorganismos a los agentes
desinfectantes se atribuye principalmente al mal uso y abuso de los mismos (Mc-
Carlie et al., 2019).

El uso de desinfectantes por debajo de los niveles adecuados (concentraciéon
minima inhibitoria), promueve la aparicion de la resistencia en los microorganismos.
En consecuencia, su manejo inadecuado conlleva de manera directa a un

incremento en el riesgo de la propagacion de bacterias resistentes a los
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desinfectantes, asi como la aparicion de resistencia cruzada con los antibiéticos,
sobre todo cuando los microorganismos emplean los mismos mecanismos para la
supervivencia; por ejemplo, las bombas de flujo que participan en ambos procesos
(Yuan et al., 2020). Para evitar que los microorganismos generen resistencia a los
desinfectantes en la industria se recurre a la rotacion de desinfectantes de manera
programada, para garantizar una adecuada desinfeccion y evitar que los
microorganismos formen biopeliculas, tal es el caso de L. monocytogenes, E. coli

0157:H7, Salmonella enterica y Cronobacter sakazakii (Gnanadhas et al., 2013).

2.5.1 Mecanismo de resistencia a los desinfectantes
Se describen dos mecanismos principales en materia de resistencia a los
desinfectantes: 1. Resistencia intrinseca. Se refiere a una reduccidon en la
susceptibilidad a un desinfectante como consecuencia de propiedades naturales
mostradas por la célula y se encuentra presente mayormente en microorganismos

Gram negativos.

2. Resistencia extrinseca o adquirida. Es aquella que resulta de mutaciones en
genes codificados cromosémicamente, la adquisicién de plasmidos o transposones
(Bragg et al., 2018).

En la Figura 5 se presentan varios mecanismos de resistencia a desinfectantes
empleados por las bacterias (Gnanadhas et al., 2013). Dentro de la resistencia
intrinseca se encuentran alteraciones fenotipicas, bombas de expulsion, alteracion
de la diana y la inactivacion del desinfectante, mientras que la resistencia extrinseca

se basa en la transferencia horizontal de material genético (Mc-Carlie et al., 2019).
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Figura 5. Mecanismos de resistencia a desinfectantes en bacterias (Gnanadhas et
al., 2013).

Los cambios fenotipicos ocasionan variaciones en la sensibilidad a los
desinfectantes, como consecuencia de las diferencias entre la composicién celular
y la fisiologia. Tal como ocurre en la tinciébn de Gram en materia de afinidad a los
colorantes, al enfrentarse a estos agentes antimicrobianos las bacterias de Gram
negativas exhiben una resistencia intrinseca dada la presencia de una capa de
lipopolisacéarido que restringe el acceso a la membrana externa (Bragg et al., 2018).
La formacioén de biopeliculas constituye otra forma de la resistencia intrinseca, y se
identifican mecanismos como la reduccion de la penetracién del desinfectante,
alteraciones fisiologicas en las células, produccién de enzimas o compuestos
neutralizantes, proteccion en biopeliculas mixtas, la aparicion de células
persistentes y la interaccion del propio desinfectante con la biopelicula (Figura 6)
(Yuan et al., 2020).
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Figura 6. Principales mecanismos involucrados en la resistencia a desinfectantes
quimicos en biopeliculas (Yuan et al., 2020).

Las bombas de expulsidén se encuentran presentes a nivel de membrana y actlan
basicamente captando al antimicrobiano desde el nivel citoplasmatico, para
expulsarlo hacia el exterior de la célula, con lo que se evita la llegada al sitio de
accion. Este mecanismo se encuentra tanto en bacterias Gram negativas como en
Gram positivas, aunque esta mayormente expresado en las primeras (Tafur et al.,
2008).

En cuestion de la diana u objetivo del desinfectante ademas de sus modificaciones
o alteraciones, los microorganismos han mostrado de igual manera la capacidad
para su total inactivacion o supresion. Dichas modificaciones en general se deben
a mutaciones a nivel genémico que ocasionan cambios en el sitio de accién
mayoritariamente la estructura y funcion proteica, lo que limita la efectividad del
desinfectante dada la supresion de la interaccion entre este y la superficie celular.

El dltimo de los mecanismos intrinsecos del que se valen las bacterias es la
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inactivacién del desinfectante por efecto de procesos enzimaticos, siendo un
ejemplo lo que ocurre en el caso de los antibiéticos B-Lactamicos por efecto de las
B-lactamasas. En el caso de los desinfectantes las enzimas involucradas se pueden
dividir en aquellas que transfieren grupos realizando reacciones de nitracion,
alquilacién, etc. y las que exhiben la capacidad de metabolizar al compuesto hacia

intermediarios no toxicos (Gnanadhas et al., 2013).

La transferencia horizontal de material genético representa consecuentemente la
aparicion de bacterias resistentes. Desde los afios 60 se tenia dilucidado el hecho
de que los plasmidos podian conferir resistencia a los antibidticos, desinfectantes,
metales pesados. Algunos de estos elementos moviles codifican para o-
fosfotransferasas, o-adeniltransferasas y n-acetiltransferasas que son enzimas que
han sido reportadas como degradadoras de diferentes componentes de

caracteristicas biocidas (Rodriguez-Blanco et al., 2012).

2.5.2 Bases moleculares de la resistencia a los desinfectantes

La relevancia de comprender los mecanismos moleculares involucrados en la
resistencia a los desinfectantes radica en manejarlos a favor con el fin de limitar la
propagacion de elementos genéticos moéviles para salvaguardar la eficacia de estos
compuestos. En perspectiva general poco se sabe de la estructura de los genes que
se asocian a la resistencia a los desinfectantes, aunque respecto al comportamiento
de estos elementos moviles se ha visto que algunos se transfieren o pueden
moverse dentro del mismo ADN tal es el caso de los de transposones, secuencias
de insercion, integrones y casete de genes. Por otro lado, los elementos integrales
conjugativos y los plasmidos son transferidos de una bacteria a otra. En algunos
estudios se sabe que el movimiento genémico asociado a esta resistencia puede
estar acoplado al de los antibioticos, lo cual en todo caso reafirma el concepto de la
posibilidad de una resistencia cruzada (Kim et al., 2018) En la Figura 7 se muestran
algunos de estos elementos genéticos movilizados mediante transferencia
horizontal intracelular e intercelular, entre una célula donante y una célula receptora
(Mc-Carlie et al., 2019).
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Los transposones y las secuencias de insercion, se caracterizan por tener la

capacidad de moverse casi al azar hacia nuevas posiciones dentro del mismo ADN

o diferentes moléculas de ADN dentro de una misma célula, transportando de esta

manera diversos genes de resistencia. Las secuencias de insercion pueden ademas

formar transposones compuestos e influir en la expresiéon génica incorporando

fuertes promotores rio arriba del sitio de insercién. Otro tipo de transposones son

los unitarios que suelen ser de mayor tamafo que las secuencias de insercion y se

encuentran flanqueados por repeticiones de inversion, en materia de resistencia a

los antimicrobianos se han asociado las super familias Th3 y Tn7 (Partridge et al.,

2018).
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Figura 7. Elementos genéticos movilizados por transferencia horizontal dentro de
las células bacterianas (Mc-Carlie et al., 2019).

Existen pequefios fragmentos de ADN que se encuentran asociados a un integrén

0 a una estructura circular denominados como casetes de genes, que suelen
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constar de uno o dos genes gue carecen de un sitio de recombinacién y un promotor.
Los integrones son elementos caracterizados por un gen intl, un promotor y un sitio
de recombinacion, lo que permite el movimiento de los diferentes genes de
resistencia hacia sitios definidos donde son sometidos a un proceso de
recombinacion especifica de sitio. A menudo estos integrones se pueden hallar en
multiples copias a lo largo de todo el genoma lo que facilita también la

recombinacion de tipo homéloga (Mc-Carlie et al., 2019).

Los plasmidos han sido mayormente estudiados en las enterobacterias,
definiendose en la mayoria de los casos una funcion. Los primeros en ser
descubiertos fueron los F o factor de fertilidad; en estos pueden estar presentes
varios sistemas de particion y toxina-antitoxina, ademas de conjuntar varios genes
de resistencia y virulencia, lo que ocasiona la formacién de un vasto grupo de
plasmidos con estructura de mosaico. Los de tipo H dan lugar a pili asociandose a
resistencias de tipo fenotipica a los metales pesados, bacteri6fagos, colicina y
antibiéticos. Los plasmidos L/M portan genes de resistencia a los antimicrobianos
en la regidn de inhibicion de transferencia, lo que ocasiona una mayor eficiencia en
la conjugacion. Finalmente, los de tipo N y P también han mostrado la capacidad de
conferir resistencia a diversos antimicrobianos, exhibiendo una regién de control
central que permite regular de manera estricta los procesos de replicacion y
conjugacion (Partridge et al., 2018).

Los elementos de integrales conjugativos se acoplan a estructuras conocidas como
islas gendmicas, que constituyen una parte del cromosoma bacteriano que no es
nativo y su trasferencia horizontal estd mediada por fagos. Dichos elementos se
integran en el genoma del huésped donde se expresan para posteriormente ser
eliminados, aunque también pueden auto transmitirse mediante la conjugacion,
confiriendo de esta manera fenotipos ventajosos para la célula hospedadora tal es

el caso de la resistencia a los desinfectantes (Mc-Carlie et al., 2019).
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2.5.3 Resistencia de Listeria monocytogenes a los desinfectantes

Las diferentes especies del género Listeria muestran la capacidad de intercambiar
determinantes de resistencia con otras bacterias, sirviendo de ejemplo la
identificacion del gen TetM de resistencia a las tetraciclinas en dos cepas de L.
monocytogenes que fue analogo al presente en S. aureus, aunque no se descarta
la posibilidad de que ademdas de obtener resistencia a los antibidticos por
transferencia horizontal, también lo puedan hacer hacia los desinfectantes. Por lo
tanto, es necesario llevar a cabo estudios en donde se identifiquen los genes
involucrados en dicho intercambio para este género (Matereke et al., 2020).

En relacion con la resistencia y tolerancia hacia los QACs, las bombas de eflujo son
consideradas el principal mecanismo expresado por Listeria, siendo la bomba MdrL
la mayormente encargada de la expulsion de los agentes antimicrobianos y los
metales pesados hacia el exterior. Esta bacteria ha mostrado contener al menos
dos determinantes genéticos que favorecen la tolerancia a estos compuestos siendo
el gacH que se encuentra altamente conservado en el transposén Tn6188, el que
ocasiona un incremento en la expresion de bombas de flujo lo que contribuye en
gran medida a su persistencia. Otros componentes son los codificados por el gen
bcrABC, que son transportadores que pertenecen a una pequefia familia de
proteinas de multirresistencia a farmacos (Mgretrg et al., 2017b).

Distintos compuestos a base de cloro tal como el hipoclorito de sodio o el dioxido
de cloro gaseoso han demostrado ser eficaces en contra de L. monocytogenes.
Hasta el momento no se ha descrito tolerancia hacia este tipo de compuestos por
parte del patdogeno. Sin embargo, en un estudio desarrollado por Lundén et al.
(2003) evidencié la posibilidad de que exista, ya que en experimentos que realizé
con cultivos del patdgeno en presencia de distintas concentraciones del
desinfectante, observd un aumento en la concentracion minima inhibitoria

previamente determinada.

Los desinfectantes acidos como el &acido peracético causan dafios a nivel de

membrana que consecuentemente llevan a la muerte de la célula. Para el caso de
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L. monocytogenes esta mas que demostrada su supervivencia a bajas condiciones
de pH, lo que no solo favorece la supervivencia, sino que genera un incremento en
la virulencia de las cepas. Los mecanismos de resistencia involucrados se basan en
el mantenimiento de la homeostasis a nivel intracelular siendo el que involucra a la
enzima glutamato descarboxilasa (GAD) codificada por los genes gadD1, gadD2 y
gadD3 uno de los principales, realizando la conversion irreversible de glutamato en
un compuesto neutro denominado y-Aminobutirato (GABA) mediante una reaccion
de descarboxilacién a nivel citosdlico. La produccién de GABA tiene una doble
funcién protectora ya que en primer lugar consume protones a nivel intracelular
generando un incremento del pH y mediante su expulsion contribuye a la

neutralizacion de pH fuera de la célula (Feehily et al., 2014).

Se ha demostrado que, para los tres desinfectantes abordados previamente, la
formacion de biopeliculas por un microorganismo patdgeno involucra diferentes
factores y respuestas que promueven la resistencia a desinfectantes. En los QACs,
al ocurrir cambios en la fluidez de membrana por efecto de la disminucién de la
proporcion de los &cidos grasos de cadena ramificada y un aumento significativo en
la cantidad de acidos grasos saturados, se traduce en un incremento en la
hidrofobicidad y la adherencia a las diferentes superficies. Por otro lado, en los
compuestos a base de cloro, se ha observado un efecto relevante de la superficie
donde se encuentra embebida la biopelicula, asi como la presencia de otras
bacterias en la biopelicula que pudieran contribuir a la persistencia del patégeno.
Finalmente, la tolerancia a los acidos organicos depende de la cepa, la edad de la
biopelicula y la superficie en donde se esté produciendo, aunque se ha observado
un incremento en la adherencia cuando existen condiciones &cidas en el entorno,
asi como el efecto protector que ejercen las bacterias acido lacticas en biopeliculas

mixtas (Rodriguez-Lopez et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION
El consumo de alimentos denominados listos para el consumo o “ready-to-eat”,
incluidas las frutas y hortalizas congeladas, han tomado importancia en los ultimos
afos. Desafortunadamente este tipo de alimentos han sido implicados en brotes de
listeriosis, la cual es una enfermedad con una elevada letalidad y que afecta a

grupos vulnerables de la poblacion.

La persistencia de L. monocytogenes en los ambientes de produccion de los
alimentos se ha asociado con su capacidad para formar biopeliculas y la resistencia
a compuestos empleados en la desinfeccion, convirtiéendose en uno de los factores
criticos para la contaminacion de los productos. En el caso de los compuestos
cuaternarios de amonio (QACs) los cambios en el perfil lipidico a nivel membranal
cuando las células estan inmersas en biopeliculas, asi como la expresion de
determinantes genéticos como los genes gqacH y bcrABC limitan la efectividad del

desinfectante para erradicar al patégeno en el entorno de produccion.

Las especies no patogenas del género Listeria también suelen estar presentes en
los ambientes de produccion de alimentos. Sin embargo, la informacion acerca de
la interacciébn entre las especies no patdgenas del género Listeria y L.

monocytogenes en biopeliculas es escasa.

Se especula, que la presencia de las especies del género no patdégenas con
capacidad para producir biopeliculas podria favorecer la persistencia de la especie
patégena y el intercambio de genes de resistencia a desinfectantes. Esto
representaria un grave problema, ya que podria considerarse otro factor medular en
la persistencia del patégeno en los entornos de produccién, implicando una
profunda reflexion sobre la aceptacion del establecimiento de especies no

patdgenas en el mismo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar las interacciones (sinergismo/antagonismo) entre especies no patégenas
del género Listeria y L. monocytogenes en biopeliculas y determinar si ocurre el
intercambio de genes asociados con la resistencia a QACs cuando se encuentran

inmersas en biopeliculas.

4.2 Objetivos Especificos

1. Identificar cepas de Listeria spp. aisladas a partir de muestras ambientales
colectadas en una planta procesadora de hortalizas congeladas.

2. Caracterizar las cepas de Listeria spp. con base a su capacidad formadora
de biopeliculas y a la presencia de genes asociados con la resistencia a
QACs.

3. Determinar el efecto sinérgico o antagonico de cepas de Listeria spp. sobre
L. monocytogenes en biopeliculas formadas en cultivo mixto.

4. Evaluar la transferencia de genes asociados con la resistencia a QACs de

cepas de Listeria spp. a L. monocytogenes en biopeliculas mixtas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales y equipos.

Material biol6gico:

Listeria monocytogenes ATCC 19115
Listeria innocua ATCC 33090

Listeria seeligeri ATCC 35967
Listeria ivanovii ATCCC 19119
Listeria welshimeri ATCC 43550
Listeria grayi ATCC 700545

Suspensiones celulares de Listeria spp.

Medios de cultivo:

Caldo soya tripticaseina (CST), Dibico®
Agar soya tripticaseina (AST), Dibico®
Caldo neutralizante (CN), Dibico®
Diluyente de peptona (DP), Bioxon®
Rapid’L.mono (RLM), Biorad®

Extracto de Levadura (EL), BD Bioxon®

Reactivos:

Acido acético glacial, Reactivos Meyer®
Acido borico, Reactivos Meyer®

Agarosa ultrapura, Bioline®

Agua libre de nucleasas, IDT®

Alcohol etilico absoluto, Reactivos Meyer®
Alcohol metilico absoluto, Reactivos Meyer®
Cloruro de sodio, Karal®

Cristal violeta (CV), Reactivos Meyer®
EDTA, Invitrogen®

Glicerol, Reactivos Golden Bell®
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- Gotaq Green PCR Master Mix, Promega®

- Marcador de peso molecular 100 pb, Bioline®

- Rapid’L.mono agar supplement 1, Biorad®

- Rapid'Listeria supplement 2, Biorad®

- Rifampicina, Sanofi-Aventis®

- Sybr safe gel DNA stain, Invitrogen®

- Tris, Invitrogen®

- Servi-Quirofenol, ServiHigiene®

e Equipos: Los equipos empleados se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Marca y modelo de equipos empleados.

Equipo Marca Modelo ‘ Lugar y Pais
Buffalo
Agitador mecanico Daigger 2 G-560 Grove, IL,
USA
Pullman, WA,
Aqualab Aqualab CX-2
USA
) Manitowoc,
Autoclave All American 1915x
WI, USA
) Arvada, CO,
Balanza analitica Denver Instrument APX-602
USA
Benito
Campana de flujo Juérez,
_ BSC/18000 Il B2/X N/A
laminar CDMX,
México
Céamara de _ Hercules, CA,
_ BioRad CHEF-DR-II
electroforesis USA
) _ Dynam-D3-V15U- | Livingstong,
Centrifuga Dynamica
110 WL, UK.
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Cuenta colonias

Depew, NY,

Quebec Reichert 3327
USA
Edison, NJ,
Fotodocumentador Enduro GDS Enduro GDS
USA
o S Buffalo, NY,
Incubadora Precision Scientific 815
USA
_ o ) Waltham,
Lector de microplacas  Thermo Scientific Multiskan 60
MA, USA
Rowland, CA,
Micropipetas 1-1000 DLAB, Thermo /A USA,;
ML Scientific Waltham,
MA, USA
_ o Waltham,
Plato caliente Thermo Scientific SP131325
MA, USA
_ Woonsocket,
Potenciometro Hanna Jo087173
RI, USA
Refrigerador CIFlI N/A Paris, FRA
Thermo ST AT Enfield, CT,
Termobloque Eppendorf
Plus USA
) Applied . Waltham,
Termociclador _ Veriti ENG-1326
Biosystems MA, USA
_ Meyzieu,
Ultracongelador Froilabo N/A
FRA
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5.2 Métodos

La estrategia general que se siguié para el desarrollo del presente proyecto se

encuentra resumida en la Figura 8.

Purificacion de cepas de Listeria spp.

l

(PCR-Mdltiplex)

Identificacién de especies de Listeria

\4

Ensayos de caracterizacion

\4
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(Cuantificacion de poblaciones y produccion de

Evaluacion de la transferencia de
genes de resistencia a QACs.

(Presencia/ausencia)

biopeliculas)

Figura 8. Estrategia general de trabajo
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6. METODOLOGIA
6.1 Identificacion de especies del género Listeria

6.1.1 Activacion de cepas de Listeria
Se emplearon un total de 119 suspensiones celulares de Listeria spp. obtenidas en
un estudio previo realizado por el LECRIMA a partir de muestras ambientales
colectadas en una planta procesadora de hortalizas congeladas. Las suspensiones
celulares se obtuvieron a partir de placas de MOX y se conservaron en caldo soya
tripticaseina (CST) adicionado de glicerol (15 %) a -70 °C. En 2019 se obtuvieron
59 viales y en 2021 60. Se tomdé una alicuota de los viales evitando su total
descongelacion y se transfirio a caldo soya tripticaseina con extracto de levadura
(CSTEL) y se incubaron a 36 °C por 24 h. Al concluir el tiempo de incubacion se
realizaron diluciones decimales transfiriendo 1 mL a 9 mL de diluyente de peptona
(DP) y se inocularon placas del medio cromogénico RLM con 100 pL de todas las
diluciones mediante el método de extension en superficie descrito por Camacho et
al. (2009). Las placas se incubaron a 36 °C de 24 — 48 h. Se describio la morfologia
macroscopica de las diferentes colonias obtenidas, y se realizaron pases
consecutivos a placas de agar soya tripticaseina (AST) hasta obtener un cultivo
puro. Una vez alcanzado el nivel de purificacion se procedio al almacenamiento en

caldo soya tripticaseina con glicerol a -70°C.

6.1.2 Identificacion de especies del género Listeria.
La identificacion presuntiva de las especies de Listeria spp. se realizo cultivando las
cepas puras en el agar RLM. El medio RLM permite distinguir las diferentes
especies del género Listeria por la presencia de una fosfolipasa especifica para
fosfatidil inositol (PI-PLC) que genera la formacion de colonias azul/verdosas y por
la capacidad para fermentar el monosacarido xilosa (X) lo que hace virar el indicador
del medio generandose halos amarillos alrededor de las colonias. Se realiz6 la
activacion en CSTEL incubando a 36 °C por 24 h sembrando posteriormente con

asa calibrada a 0.01 mL mediante estria cruzada; las placas se incubaron a 36 °C

40



por 24-48 h. Posterior al periodo de incubacion se realizo la lectura y registro de los

resultados obtenidos acorde a lo que se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Coloracién de las colonias para cepas de Listeria spp en el agar
cromogénico RLM

Especie PI-PLC Xilosa Coloracién de
colonias
L. grayi - - Blancas
L. innocua - - Blancas
L. ivanovii + + Azul/verdosas con
halo amarillo
L. monocytogenes + - Azules
L. seeligeri - + Blancas con halo
amarillo
L. welshimeri - + Blancas con halo
amarillo

Adicionalmente, la confirmacion de las especies de Listeria se llevo a cabo mediante
un método de PCR-Muiltiplex estandarizado, a partir de lo descrito por Ryu et al.,
(2013) empleando los iniciadores de la Tabla 6.

Tabla 6. Iniciadores utilizados para PCR-Multiplex

Especie Primer Secuencia (5-3) Amplicé Ref.
n (PB)
prs-F GCTGAAGAGATTGCGAAAGA
AG Doumi
Género 370 th et
prs-R CAAAGAAACCTTGGATTTGCG al.,
G 2004
JOgrayi-F | GCGGATAAAGGTGTTCGGGT Ryu et
L. grayi CAA 201 al.,
2013
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JOgrayi-R | ATTTGCTATCGTCCGAGGCTA
GG

lin0464-F CGCATTTATCGCCAAAACTC Liu et

L.innocua  Haiea R | TCGTGACATAGACGCGATTG | (49 al.,

2003
liv22-228- | CGAATTCCTTATTCACTTGAG
F C Liu et
L. ivanovii 463 al.,
liv22-228- | GGTGCTGCGAACTTAACTCA 2004
R
lomo1030- | GCTTGTATTCACTTGGATTTG
. F TCTGG
monocytoge - 01030- | ACCATCCGCATATCTCAGCCA | 209
nes
R ACT
Iseelin-F | GTACCTGCTGGGAGTACATA Rg‘lj et

L-seeligen  Mseelin-R | CTGTCTCCATATCCGTACAG | ©°/° | 2013

lwel801-F | CGTGGCACAATAGCAATCTG
L.
welshimeri lwel801-R | GACATGCCTGCTGAACTAGA

281

Previo a la estandarizacion se realizo un andlisis informético de las secuencias de
los iniciadores en la plataforma Blast para conocer si existian posibles interacciones
entre ellas. En funcion de los resultados se optd por separarlos en dos mezclas de
reaccion (Tabla 7). Brevemente, las cepas de Listeria spp. y las cepas ATCC
indicadas en apartado 5.1 se reactivaron colocando 10 pL en un tubo con 3 mL de
CSTEL, y se incubaron a 36 °C por 24 h. Una vez concluida la incubacion se
transfiri6 1 mL a un tubo Eppendorf estéril, se centrifugd por 3 min a 12000 g, se
decanté el sobrenadante y se lavé adicionando SSI (1mL). Se repitio el
procedimiento y finalmente se resuspendid en agua destilada estéril (1 mL). La
suspension se coloco en un termobloque a 95 °C por 15 min y se enfrié en hielo por

10 min.
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En una campana de flujo laminar se preparé la mezcla de reaccién siguiendo las
especificaciones listadas en la Tabla 7. Posteriormente se transfirieron 18 pL de la
mezcla de reaccion a un tubo Eppendorf y se adicionaron 2 pL del ADN bacteriano.
Se realizdé una PCR con desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineamiento a 60 °C por 90 s y

extension a 72 °C por 90 s, y una extension final a 72°C por 5 min.

Tabla 7. Mezclas de reaccion para PCR-Mltiplex de Listeria spp.

PCR Multiplex — | PCR Multiplex — I

Volumen (uL) Componente Volumen (uL) Componente
Agua libre de Agua libre de
2.8 3
nucleasas nucleasas
9 Go Taq Green 9 Go Taq Green
PCR Master mix PCR Master Mix
0.5 prs-F (10 pM) 0.5 prs-F (10 uM)
0.5 prs-R (10 uM) 0.5 prs-R (10 pM)
0.8 Imo1030-F 0.5 lin0464-F (10 pM)
0.8 Imo1030-R 0.5 [in0464-R (10 pM)
liv22-228-F _
0.8 1.2 Iseelin-F (10 puM)
(10 uMm)
liv22-228-R .
0.8 1.2 Iseelin-R (10 uM)
(10 uM)
1 JO grayi-F (10 uM) 0.8 lwel801-F (10 uM)
1 JO grayi-R (10 0.8 lwel801-R (10
uM) ' uMm)

Al concluir la PCR, se llevd a cabo la separacion del producto mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con Sybr safe gel DNA stain
(Invitrogen®). Las condiciones del corrimiento fueron de 50 V durante 60 min para

favorecer la separacion adecuada. Enseguida el gel se revel6 en un
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fotodocumentador y la identificacion de las especies tuvo como base el peso

molecular del amplicon que se genero (Tabla 6).

6.2 Caracterizacion de cepas de Listeria spp.

6.2.1 Determinacion de la capacidad formadora de biopeliculas
Para realizar la determinacion de la capacidad para formar biopeliculas de cepas de
Listeria spp. se empled el ensayo de tincion con cristal violeta (CV) en microplaca
tomando como base la metodologia descrita por O’'Toole et al. (2011) realizando las

modificaciones pertinentes.

Las suspensiones de las cepas de Listeria spp. se activaron en CSTEL a 36 °C por
24 h. A cada uno de los 96 pocillos de una microplaca de poliestireno se adicion6
CST (180 pL) y se inocularon por triplicado con 20 pL (1x10® UFC/mL) de cada una
de las suspensiones celulares. En cada microplaca se dejaron 24 pocillos sin
inocular como controles. Las microplacas se incubaron a 35 °C por 72 h. A las 24,
48 y 72 h. El desarrollo del microorganismo se midié en un lector de microplacas,

evaluando la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoonm).

Después de medir el desarrollo, se determind la formacion de biopeliculas. Para
descartar las células planctonicas se decanto el caldo. Se realizaron dos lavados
con 200 pL de SSI, se adicion6 metanol al 99 % (200 uL) y se dejé actuar por 15
min. Se removi6é el metanol y se adiciond una solucion de CV (200 uL) en una
concentraciéon del 0.1 % (p/v) por 5 min; se decanto el colorante y para la remocién
del exceso de este se llevaron a cabo otros dos lavados con SSI para

posteriormente dejar secar la placa a temperatura ambiente.

El contenido de la placa se solubilizé con 200 pL de acido acético glacial al 30 % y
la formacion de biopeliculas se midié a 595 nm (DOses nm). Las cepas se clasificaron
en cada punto de medicion como no formadoras de biopelicula, débilmente
formadoras de biopelicula, moderadamente formadoras de biopelicula vy
fuertemente formadoras de biopelicula. Dicha clasificacién estuvo regida por puntos

de corte que se establecieron acorde al esquema de Stepanovi¢ et al. (2000) en
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funcion de la media de los valores de DOsgsnm y desviacion estandar de 24 controles

gue eran pocillos con CST sin inocular en cada réplica (Tabla 8).

Tabla 8. Esquema de clasificacién de la capacidad formadora de biopeliculas.

Clasificacion Valores de Densidad Optica (DO)

Nulo OD > DOC
Débil DOC < OD <2D0OC
Moderado 2DOC < OD <4DOC
4DOC < OD
Fuerte

OD: Densidad 6ptica, DOC: Densidad optica control = X DOC + 3 (Desviacion Estandar
DOC), 2DOC: Doble de la densidad éptica control, 4ADOC: Cuédruple de la densidad Optica

control.

Una vez obtenida la dinamica de formacion de biopeliculas, las cepas se clasificaron
en base al perfil de formacion de biopeliculas que presentaron segun lo descrito por
Lucero-Mejia et al. (2020) donde se distinguen tres comportamientos: 1) no se
genera biopolimero, 2) la produccion de biopolimero incrementa conforme
transcurre el tiempo y 3) la produccion de biopolimero alcanza un maximo y

posteriormente ocurre un decremento (Figura 9).

MNulo
Incremento conforme transcurre el tiempo
Incremento con decremento

&=
-
&
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2 - /”-\
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24 48 72
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Figura 9. Perfiles de formacion de biopeliculas durante 72 h de incubacion
(Modificado de: Lucero-Mejia et al., 2020).
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6.2.2 Deteccion de la presencia de genes de resistencia a QACs
Mediante un ensayo PCR punto final descrito por Mgretrg et al. (2017b) se llevo a
cabo la deteccion de genes involucrados con la resistencia a QACs. Se realizo el
cultivo de las cepas en tubos con CSTEL (3 mL) incubando a 36 °C por 24 h. Se
transfiri6 1 mL a un tubo Eppendorf y se realizaron dos lavados con SSI mediante
centrifugacion (12000 g por 3 min). Los paquetes celulares se resuspendieron en
agua destilada estéril, y se calentaron en un termobloque por 15 min a 95 °C;

enfriandose posteriormente en un congelador por 10 min.

Los cebadores utilizados para la amplificacion del gen gacH fueron qacH fdw y gacH
rev mientras que para el gen bcrABC se emplearon BcF y BcR (Tabla 9). La mezcla
de reaccion tuvo un volumen final de 20 pL donde 18 uL consistian en Gotaq Green
Master Mix (Promega, México) con los cebadores en una concentracion de 0.2 uM
y 2 uL de ADN. Las condiciones de la reaccion presentaron variaciones en funcion
del gen a detectar. En el caso de gacH fueron 15 min de desnaturalizacién inicial a
95 °C, 30 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 94 °C, 90 s para el alineamiento de
los cebadores a 56 °C y 30 s de extension a 72 °C, previos a una extension final a
72 °C por 10 min. Para el gen bcrABC la temperatura de alineamiento de los

iniciadores fue de 60 °C y el tiempo de extension de 90 s.

Tabla 9. Primers empleados en la deteccion de genes de resistencia a QACSs.

Gen Primer Secuencia Referencia
(5°-3°)
gacH gacH ATG TCATAT CTATAT TTAGC Muller et
fdw al., 2013
gacH TCACTC TTC ATT AAT TGT AAT AG
rev

bcrABC BcF GAATGGATCCTTCAATTAGATCGAGGCACG | Elhanafi et
BcR GTATGAATTCGTATAATCCGGATGCTGCCC | al., 2010
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La presencia de ambos genes se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con Sybr safe gen DNA stain de manera individual debido a
las diferencias en el tamafio del amplicon, por lo que fueron necesarias también
diferentes condiciones de corrimiento. En el caso del gen bcrABC el corrimiento fue
a 100 V por 35 min, mientras que para el gen gacH el tiempo se disminuy6 a 15 min.

6.3 Evaluacién del efecto sinérgico o antagénico sobre Listeria monocytogenes
en biopeliculas mixtas.
Una vez concluidos los ensayos de caracterizacion y en funcion de los resultados
obtenidos, se aplicaron tres criterios para seleccionar las cepas para los
experimentos de interaccion (Tabla 10)

Tabla 10. Criterios de seleccion para ensayos de interaccion con L.
monocytogenes.

Criterio Descripcion
Presencia de genes de resistencia a gacH y/o bcrABC estan presentes
QACs.

Especie Especies no patdgenas
Perfil de formacion de biopeliculas -Incremento conforme transcurre el
tiempo

-Incremento con decremento

Tras aplicar estos criterios se seleccionaron 6 cepas aisladas en 2019y 7 en 2021.
El ensayo de interaccion de cultivos mixtos en biopeliculas formadas en superficies
de acero inoxidable se llevé a cabo con la cepa de L. monocytogenes ATTCC 19115

resistente a la rifampicina (R*) y cada una de las 13 cepas seleccionadas.

Superficies de acero inoxidable (1x1 cm) se colocaron dentro de tubos conicos (15
mL), se agregd CST (2 mL) y se esterilizaron a 121 °C por 15 min. Se prepararon
tres lotes de superficies y cada uno de los tubos se inocularon con 100 pL (1x108
UFC/mL) de cada cepa a utilizar tanto de manera individual como en cultivo dual.

Se incubaron a 35°C durante 4 h, se decant6 el CST y se aplicaron dos lavados con
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SSi estéril (2 mL). Las superficies del lote 1 se emplearon para estimar el porcentaje
de adhesion, las del lote 2 para estimar la produccion de polimeros y las superficies
del lote 3 para dar seguimiento a las poblaciones durante el desarrollo de la
biopelicula. A las superficies de los lotes 2 y 3 se les aplicé un lavado con CST y se
colocaron sobre tapas de tubo conico estériles dentro de un contenedor hermético
ajustado con una solucion saturada de K2SO4a una humedad relativa del 95 + 2 %
y se incubaron a 35 °C durante 10 dias. Tras este tiempo cada lote fue procesado

segun el proposito asignado.

6.3.1 Cuantificacion de biopolimero en biopeliculas mixtas.

A los 10 dias de incubacién, cada superficie de acero inoxidable se colocé en un
tubo conico (15 mL) donde se enjuagaron con agua destilada estéril (1 mL) y se
tiferon con 2 mL de una solucion de CV al 0.1 % (p/v) por 5 min. Después de la
tincion se aplicaron otros dos enjuagues con agua destilada estéril para retirar el
exceso de colorante. Las superficies lavadas se colocaron en un tubo limpio, se
adicion6 acido aceético glacial (1 mL) al 30 % y se homogeneizaron con un vortex
por 30 s. En una microplaca se colocaron 200 pL de cada muestra para medir la
DOsg5nm.

6.3.2 Cuantificacion de células en biopeliculas mixtas.
Las células de las especies no patogenas de Listeria y de L. monocytogenes se
cuantificaron a las 4 h desde la inoculacion para estimar el porcentaje de adhesion
y a los 10 dias de incubacion.

Para ello, las superficies de acero inoxidable de manera individual se lavaron con
SSI estéril (2 mL), se transfirieron a otro tubo estéril, se les afiadi6 mas SSI estéril
(1 mL) y se homogeneizaron en un vortex durante 30 s. A partir de la suspension
resultante se hicieron diluciones decimales seriadas y se sembraron por duplicado
mediante extension en superficie en placas de AST sin y con rifampicina para
cuantificar las poblaciones de las cepas no patégenas de Listeria y de L.
monocytogenes respectivamente. Finalmente, se estimo la densidad poblacional de

cada una de las especies tanto en cultivo individual como en mixto.
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6.4 Evaluacién de la transferencia de genes de resistencia a QACs en
biopeliculas mixtas.

La evaluacion de la transferencia del gen bcrABC se llevd a cabo a partir de las
colonias obtenidas mediante el procedimiento descrito en el apartado 6.3.2. En los
ensayos de cultivo mixto (cepa no patdgena de Listeria — cepa L. monocytogenes
ATCC 19115) a partir del analisis de cada superficie de acero inoxidable se
recuperaron con un asa todas las colonias de desarrollaron en placas de ASTR y
que correspondian a la cepa de L. monocytogenes resistente a rifampicina. Las
colonias se resuspendieron en agua destilada estéril (1 mL) para realizar la
extraccion del ADN siguiendo la metodologia descrita previamente en el apartado
6.3

Finalmente se realiz6 el analisis mediante PCR segun lo descrito en el aparato 6.2.2.
La presencia del gen bcrABC en la cepa de L. monocytogenes en los cultivos mixtos

después de 10 dias de incubacién, indicé que la transferencia tuvo lugar.

6.4.1 Evaluacion de la resistencia fenotipica a los QACs.
En las cepas de L. monocytogenes que adquirieron el gen bcrABC, se realiz6 la
evaluacion fenotipica tomando como base la NMX-BB-040-CFSI-1999. Métodos
generales de analisis — Determinacion de la actividad antimicrobiana en productos
germicidas, con algunas modificaciones. Brevemente el dia del experimento se
prepararon 50 mL del desinfectante Servi-Quirofenol® en concentraciones
subletales (150 ppm,100 ppm) a las sugeridas por el fabricante (1:50, 200 ppm).

Se prepard una suspension en SSI (3 mL) estéril de células recuperando con un asa
todas las colonias de las placas de ASTR y ajustando a un porcentaje de
transmitancia de 3-5% a una longitud de onda de 580 nm, asociado con una
concentracion aproximada de 1x108 acorde a la escala de Mc-Farland. Una alicuota
de la suspension celular (100 pL) se inoculdé en 9.9 mL del desinfectante a las
diferentes concentraciones con homogeneizacion constante durante 30 s. En
seguida 1 mL se transfirio6 a caldo neutralizante a partir del cual se realizaron

diluciones decimales seriadas y se cuantificaron las poblaciones sobrevivientes
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mediante el método de Miles-Misra en placas de ASTR; las placas se incubaron a
35 ° C por 24 h. Se determind el porcentaje de reduccion de acuerdo con la siguiente

formula;

S x100
o (1)

% de reduccién = 100 —

Donde:
S =C¢élulas sobrevivientes UFC/mL
CV= Cuenta viable inicial UFC/mL

En todos los casos se empledé como control la cepa de L. monocytogenes ATCC
19115 sin el gen bcrABC para poder detectar diferencias en cuanto a la

resistencia/tolerancia al desinfectante empleado.

6.5 Disefio y analisis estadistico.
El ensayo de caracterizacion de la capacidad formadora de biopeliculas en cepas
de Listeria spp. se realiz0 en cuatro réplicas con triplicado de muestra en cada

ocasion.

La determinacion del efecto del cultivo mixto sobre la capacidad de adhesion,
cambio de poblaciones y capacidad formadora de biopeliculas de L. monocytogenes
se llevé a cabo empleando un disefio experimental completamente aleatorizado con

tres réplicas con duplicado de muestra en cada ocasion.

Para los ensayos de deteccion de la transferencia de genes de resistencia a QACs
a L. monocytogenes también se realizaron tres réplicas con duplicado de muestra

en cada ocasion.

Para evaluar la produccion de biopeliculas y los cambios en las poblaciones
bacterianas, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de

comparacion de medias de Tukey.

En los ensayos con cultivos duales para la evaluacién de la capacidad de adhesion

y los cambios en las poblaciones los factores evaluados fueron: cultivo (individual y
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mixto) y el factor cepa (L. monocytogenes y Listeria spp.) segun fuera el caso. En
relacion con la produccion de biopeliculas el factor evaluado fue la cepa en tres

niveles: L. monocytogenes, Listeria spp. y mixto.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey para obtener la significancia estadistica en cuanto a la produccion

de polimero y numero de UFC segun aplique para los distintos casos.

Se utilizo el software JMP 8.0.0 para el analisis estadistico y el Sigma Plot 10.0 para

la construccion de los graficos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ldentificacion de especies del género Listeria
De manera general, se logré identificar seis especies del género Listeria en los
cultivos analizados (Figura 10). Las seis especies de Listeria evaluadas en el
presente estudio se identificaron en las muestras del 2019, mientras que en las del
2021 solamente se encontraron cuatro. Cabe destacar, que en ninguna de la

muestra se observo la presencia simultdnea de dos o0 mas especies del género.

En el afio 2019 las especies mas presentes fueron L. monocytogenes (59 %) y L.
ivanovii (17 %). Para el afio 2021 L. monocytogenes (67 %) siguio siendo la especie
mas prevalente, seguida de L. innocua (27 %) destacando la ausencia de L. grayi y
L. ivanovii. Globalmente L. monocytogenes (63 %) y L. innocua (17 %) fueron las
especies detectadas con mayor frecuencia, mientras que L. welshimeriy L. seeligeri

se encontraron presentes Unicamente en el 3 % de las muestras respectivamente.

Las especies no patégenas del género Listeria y L. monocytogenes tienen nichos
ecoldgicos comunes, siendo uno de los principales motivos para emplear Listeria
spp. como indicador potencial de contaminacion con el patbgeno en ambientes de
produccion de alimentos (Palaiodimou et al., 2021). El estudio del microbioma que
se encuentran ligado a los entornos de produccion de alimentos ha permitido
distinguir dos tipos: a) residente. aquellos microorganismos que pueden
establecerse, crecer y formar poblaciones que permanecen; generalmente son
microorganismos no patdgenos los cuales son evaluadas constantemente mediante
métodos de monitoreo, aunque su identidad e impacto en la calidad y seguridad
alimentaria es generalmente desconocida; b) transitoria. son aquellos grupos
microbianos que logran ser detectados de forma ocasional o por coincidencia y que
posteriormente dejan de estar presentes en el entorno evaluado (Mgretrg et al.,
2017a). Es posible que algunas de las especies del género Listeria se hayan
integrado al componente residente del microbioma del entorno donde se realizé la

evaluacion, mientras que las especies que se ausentaron pudieran representar la
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fraccion transitoria, tal vez por la falta de expresion de mecanismos de respuesta al

estrés que permitieran su supervivencia.

Previamente se ha descrito que Listeria spp. puede contaminar alimentos en
diferentes etapas desde la produccion al aire libre o al interior de plantas de
procesamiento o empacadoras (Townsend et al., 2021). La etapa de recepcion de
la materia prima puede tornarse critica, ya que los productos contaminados con
Listeria spp. representan una fuente importante para el ingreso de la especie
patdgena a las plantas de produccion. Dicho lo anterior, Magdovitz et al. (2021)
reportaron una incidencia de Listeria spp. del 44 % y 17 % en productos crudos
(zanahoria, maiz, espinacas, chicharos y ejotes) que llegaron a plantas
procesadoras de vegetales congelados durante los afios 2018 y 2019,
respectivamente. Un analisis de vegetales crudos en Corea report6é una prevalencia
del 5 % de Listeria spp., siendo L. innocua la Unica especie detectada en las
muestras (Choi et al., 2001). La evaluaciéon de productos hortofruticolas crudos
obtenidos en diferentes puntos de venta durante los afios 2018 y 2019 en Inglaterra,
evidencio la presencia de L. monocytogenes (10.3 %) y Listeria spp. (14.1 %) en
vegetales, mientras que en frutas el porcentaje de positividad de ambas fue del 0.9
% (Willis et al., 2020).

Estudios realizados en plantas procesadoras o de empaque de productos
hortofruticolas, demostraron que las superficies de contacto con alimentos tienen
una menor presencia de las especies no patdgenas del género Listeria y de L.
monocytogenes respecto a las superficies de no contacto con alimentos (Truchado
et al., 2022; Simonetti et al., 2021; Ruiz et al., 2021). En un estudio similar al
contexto de este proyecto, en donde se llevé a cabo durante 23 meses un muestreo
de vegetales congelados listos para el consumo y diferentes superficies de la
cadena de su procesamiento, se encontré una prevalencia de L. monocytogenes
del 1.20 %, y de Listeria spp. del 8.5 %. A pesar de la baja prevalencia del patégeno
se sugirieron modificaciones a las medidas correctivas y se establecieron nuevos

puntos de control para disminuir el riesgo de contaminacion de los productos
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(Aguado et al., 2004). A diferencia del estudio anterior, una evaluacion que tuvo
lugar en diferentes etapas de una linea productora de pimiento congelado en cubos
y rodajas, arroj0 una prevalencia del 27.8 % para L. welshimeri, 5.6 % para L.
innocua y 4.6 % para L. ivanovii; destacando que no se detecto6 la presencia de L.
monocytogenes (Lee et al., 2007). En Polonia, se procesaron 213 muestras
obtenidas del suelo, desagle, bandas transportadoras y diferentes equipos en una
planta procesadora de vegetales congelados, L. monocytogenes y L. innocua fueron
las especies aisladas con mayor frecuencia, representando en conjunto una
prevalencia del 58 %, mientras que el resto de las Listeria spp. solo se detectaron
en el 10 % de las muestras (Pappelbaum et al., 2008). Estos resultados contrastan
con los hallazgos del presente estudio en donde las dos especies con mayor
prevalencia (L. monocytogenes y L. innocua) fueron identificadas en el 80 % de las
muestras, y las cuatro especies restantes (L. grayi, L. ivanovii, L. seeligeri y L.

welshimeri) en el 20 %.

Estudios de la prevalencia de las especies de Listeria en otro tipo de alimentos se
han realizado. En un estudio realizado en Marruecos, durante 2009 y 2015 realizé
una evaluacion microbiologica de productos lacteos, carnicos (res, pollo), pasteles,
ensaladas, harinas y mayonesas. Se detecto la presencia de L. innocua (5.2 %) y
L. monocytogenes (1.5 %) en las muestras (Amajoud et al., 2018). En otro estudio
llevado a cabo en Turquia se analizaron muestras de productos crudos de pollo y
res; se encontré que las especies mas prevalentes fueron L. innocua (35.5 %) y L.
monocytogenes (26.6 %); en menor medida también fueron detectadas L. seeligeri
(15.3 %), L. grayi (12.9 %), L. welshimeri (8.8 %) y L. ivanovii (4 %) (Arslan et al.,
2018).

A las cepas les fue asignado el codigo MAVI, seguido de G (L. grayi), IV (L. ivanovii),
INO (L. innocua), M (L. monocytogenes), S (L. seeligeri), W (L. welshimeri) y un
namero consecutivo segun hubieran sido identificadas dentro de una misma
especie. Por ejemplo: MAVI-IV1, la primera cepa de L. ivanovii identificada y asi

sucesivamente.
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Listeria grayi

Listeria innocua
Listeria ivanowvii

Listenia monocytogenes
Listeria seeligeri
Listeria welshimeri

Figura 10. Especies de Listeria identificadas en cultivos provenientes de muestras
colectadas en una planta procesadora de hortalizas congeladas. A) 2019, B) 2021
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7.2 Caracterizacion de cepas de Listeria

7.2.1 Capacidad formadora de biopeliculas
Una vez identificadas las especies de Listeria, se evalu6 la capacidad de las 119
cepas para producir biopeliculas durante un periodo de incubacion de 72 h. En la
Tabla Al de la seccion de anexos se reporta el indculo empleado y la poblacién
recuperada a las 72 h (Log UFC/mL) y por otra parte los valores de la DOesoonm Y
DOsgsnm Obtenidos durante las mediciones se reportan en las Tablas A2 y A3 de la

seccion de anexos respectivamente.

Se llevo a cabo un andlisis de correlacion entre la poblacion recuperada a las 72 h
y la DOsgsnm @ ese mismo tiempo (Figura 11). El valor de r? estimado con el presente
andlisis fue de 0.0003, lo cual permite dilucidar el hecho de que la produccién de
biopelicula no se encuentra directamente ligada a una mayor cantidad de biomasa,
es decir que mientras una respuesta incremente la otra sufre una disminuciéon o no

incrementan de manera simultanea y proporcional.
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Figura 11. Correlacion entre DO 595 nm y LOG UFC (72 h).
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Este resultado concuerda con lo descrito por Lucero-Mejia et al. (2020) en cepas de
Vibrio spp. y previamente por Combrouse et al. (2013) para cepas de L.
monocytogenes donde no se encontrd correlacion entre estas variables. Por otro
lado, se ha encontrado correlacion entre la capacidad para formar biopeliculas y la
produccion de EPS (Maggio et al., 2021).

Se calcul6 el valor de DOC segun lo descrito en la seccion 6.2.1 y fue de 0.2915.
Teniendo como base este valor se establecieron los criterios de clasificacion de las
cepas de Listeria: nula produccion de biopeliculas (DO < 0.2915), débil produccién
de biopeliculas (0.2915 >DO< 0.5831), moderada produccion de biopeliculas
(0.5831 < DO < 1.662) y fuerte produccion de biopeliculas (1.1662 >DO). En la Tabla
11 se muestran los resultados de la clasificacion de las cepas en funcién de la

especie y del tiempo de incubacion.

Independientemente de la especie, tras 24 h de incubacion solamente el 1 % se
clasific6 como fuertemente formadoras de biopeliculas, el 53 % como débilmente
formadoras de biopeliculas, el 27 % como moderadamente formadoras y el 19 %
como no formadoras. A las 48 h ninguna cepa resultdé ser fuerte formadora de
biopeliculas, hubo un incremento al 34 % de las cepas con moderada capacidad
formadora de biopeliculas, asi como un decremento en la débil (49 %) y nula
capacidad para formarlas (17 %). Finalmente, a las 72 h el 3 % se consider6 como
fuertemente formadoras de biopeliculas, continué prevaleciendo la capacidad
moderada de formacién de biopeliculas (40 %), disminuyeron las débilmente
formadoras (29 %) e incrementd el numero de cepas no formadoras de biopelicula
al 27 %.

Con relacion a la especie e independientemente del tiempo de incubacion el orden
decreciente de produccion de biopeliculas fue: L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeriy L. grayi. Destaca el hecho de que ninguna cepa
de L. grayi se consideré6 como moderada o fuertemente productora de biopeliculas
en los diferentes tiempos, mientras que solamente cepas de L. monocytogenes se

consideraron como fuertemente productoras de biopelicula.
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Tabla 11.Clasificacién de cepas de Listeria spp. en funcién del nivel de produccion

de biopeliculas.

Tiempo de Especie Nivel de produccién de biopeliculas?

incubacion Nulo Débil Moderado Fuerte

Q)

L. grayi 1 6 0 0
L. innocua 3 17 0 0
L. ivanovii 0 9 1 0
24
L. monocytogenes 17 28 29 1
L. seeligeri 1 1 1 0
L. welshimeri 1 2 1 0
Total 23 63 32 1
L. grayi 2 5 0 0
L. innocua 1 12 7 0
L. ivanovii 1 8 1 0
48
L. monocytogenes 14 30 31 0
L. seeligeri 1 2 0 0
L. welshimeri 2 1 1 0
Total 21 28 40 0
L. grayi 6 1 0 0
L. innocua 1 7 12 0
L. ivanovii 8 2 0 0
& L. monocytogenes 13 23 35 4
L. seeligeri 1 2 0 0
L. welshimeri 3 0 1 0
Total 32 35 48 4

NUmero de cepas.
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En la Figura 12 se muestra de manera grafica la dinAmica de formacion de
biopeliculas durante 72 h a 35 °C de las seis especies de Listeria estudiadas. Las
flechas rojas muestran la dinamica que siguio la formacioén de biopeliculas dentro
del grupo de cepas de cada especie. A medida que transcurrio el tiempo de
incubacion algunas especies (L. grayi, L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri)
formaron biopeliculas de manera temprana (24 h); sin embargo, al final de la
incubacion la cantidad de polimeros cuantificados disminuyo. Otras especies (L.
innocua y L. monocytogenes) presentaron un incremento constante en el nimero

de cepas productoras de biopeliculas durante todo el almacenamiento.

Las cepas de L. grayi presentaron una disminucion en la capacidad para formar
biopeliculas ocurriendo una transicién de ser débilmente productoras a dejar de
producirlas al concluir el periodo de incubacién, con la excepcion de la cepa MAVI-
G1 cuya capacidad se mantuvo (Figura 12 A). Contrastando con estos resultados
en Egipto, cepas de la misma especie aisladas de leche de diferentes bovinos
presentaron una fuerte capacidad de adhesion al poliestireno (Osman et al., 2016).

Durante el periodo de incubacion, en su mayoria las cepas de L. innocua
incrementaron su capacidad para formar biopeliculas conforme transcurrio el tiempo
transitando de la débil produccion hacia un nivel moderado de produccion de
biopeliculas (Figura 12 B). Este comportamiento podria repercutir en
complicaciones para limitar la presencia de esta bacteria en el entorno de
produccion. Algunos estudios han demostrado que esta especie presenta un patron
similar de formacion de biopeliculas que el observado en L. monocytogenes en
ensayos realizados con cristal violeta (Costa et al., 2018). Lezzoum et al. (2019)
reportaron que ambas especies tienen una fuerte capacidad para formar
biopeliculas sobre poliestireno tras 3 y 6 dias de incubacién a 37 °C en condiciones
aerdbicas y microaerofilicas. De igual manera, en este mismo material, se describid
que cepas de L. innocua presentan un incremento en la capacidad para formar
biopeliculas después de 72 h, aunque la produccion es menor que la de cepas de
L. monocytogenes (Zhou et al., 2011).
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Nueve de las cepas de L. ivanovii evaluadas, alcanzaron durante las primeras 48 h
el maximo de su capacidad para producir biopeliculas, ocurriendo un cambio
drastico a las 72 h. Solamente la cepa MAVI-IV2 mantuvo una débil produccion de
biopeliculas durante el periodo de incubacién (Figura 12 C). Un comportamiento
similar se observo en cepas de esta especie que fueron comparadas contra algunas
de L. innocua y L. monocytogenes en el mismo material, tras una incubacion de 30
y 37 °C por 24 h (Real-Rocha et al., 2019). L. ivanovii ha demostrado capacidad
para formar biopeliculas en condiciones de pH acidas (4-6), aunque esta capacidad
puede verse afectada por variaciones en las concentraciones de NaCl presentes en
el medio (Hasani et al., 2020). Previamente, algunos autores han referido el hecho
de que la superficie puede tener un rol determinante en la capacidad formadora de
biopelicula de esta especie, puesto que se encontr6 un mayor biovolumen en
biopeliculas formadas en superficies de grafeno y resina respecto a las formadas

sobre vidrio y poliestireno (Rodriguez-Melcén et al., 2019).

Los cuatro niveles de produccion de biopeliculas se detectaron en las cepas de L.
monocytogenes después de 24 h de incubacion. A las 72 h de almacenamiento se
incremento la capacidad formadora de biopeliculas en algunas cepas respecto a las
48 h de modo que el 50 % de las cepas tuvieron una capacidad de formacién
moderada/fuerte y solamente el 17 % fueron no formadoras (Figura 12 D).

En cuanto a los perfiles de formacion de biopelicula el 73 % de las cepas incrementd
su capacidad para formar biopeliculas conforme transcurrio el tiempo; en el 17 %
se detectd que alcanzaron un maximo en su produccion de biopeliculas a las 24 o
48 h y posteriormente ocurrié una disminucion. Finalmente, el 10 % de las cepas de
esta especie exhibieron capacidad para formar biopeliculas. La gran capacidad para
formar biopeliculas que mostraron las cepas de L. monocytogenes coincide con
datos reportados para cepas aisladas de carne, lacteos, agua, vegetales y sus
respectivos ambientes de procesamiento que presentaron una moderada/fuerte
capacidad formadora de biopeliculas a temperaturas de incubacion de 4, 25y 37 °
C (Kaptchouang et al., 2022). El serotipo puede influir en la capacidad para formar
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biopeliculas en cepas de L. monocytogenes. Algunas cepas obtenidas de muestras
de humanos, animales y alimentos de los serotipos ¥2 ay ¥2 b en su mayoria tuvieron
una capacidad fuerte/moderada para formar biopeliculas a diferencia de cepas del
serotipo 4b que en un 70 % se consideraron como débilmente formadoras de
biopeliculas (Doijad et al., 2015).

La capacidad para formar biopeliculas en cepas de L. seeligeri (Figura 12 E) y L.
welshimeri (Figura 12 F) fue baja al fluctuar generalmente entre nulos y débiles
niveles de produccion. Cepas de L. seeligeri aisladas de leche de vaca y bufalo
mostraron una fuerte y débil adhesion al poliestireno respectivamente, y en ambos
casos una moderada capacidad de adhesion al vidrio; mientras que cepas L.
welshimeri tuvieron una fuerte adhesion al poliestireno, pero una débil hacia el vidrio
(Osman et al., 2016).

Se hareportado que algunos cambios en el ambiente influyen de manera importante
sobre la capacidad formadora de biopeliculas de cepas de Listeria spp. Un ejemplo
de lo anterior, es el hecho que la capacidad de L. welshimeri para formar
biopeliculas es méas sensible a variaciones en el pH en comparacion con L. seeligeri

y L. ivanovii (Hasani et al., 2020).
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Figura 12. DinAmica de formacién de biopeliculas en cepas de Listeria spp. A) L.

grayi, B) L. innocua, C) L. ivanovii, D) L. monocytogenes, E) L. seeligeri, F) L. welshimeri.
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Las cepas también se clasificaron con base en el perfil de formacién de biopeliculas,
(Tabla 12). El perfil mas abundante fue el de incremento continuo conforme
transcurre el tiempo (65 %), siendo L. innocua (19/20) y L. monocytogenes (55/75)
las especies més asociadas. En contraparte, el 28 % de las cepas donde se
concentraron mayormente las demas especies de Listeria spp (L. grayi, L. ivanovii,
L. seeligeri y L. welshimeri). tuvieron un incremento con posterior decremento y
solamente el 7 % de las cepas (L. monocytogenes y L. welshimeri) no tuvieron la

capacidad para formar biopelicula en ninguno de los tiempos evaluados.

Tabla 12. Perfil de formacidn de biopeliculas en cepas de Listeria spp.

_ Especie
Perfil
LG LIV LM
Nulo 0 0 0 7 0 1
Incremento
_ 19 1 55 1 1
continuo
Incremento
con
) 6 1 9 13 2 2
posterior
decremento

LG: L. grayi, LINO: L. innocua, LIV: L. ivanovii, LM: L. monocytogenes, LS: L. seeligeri, LW:
L. welshimeri

Teniendo como base los perfiles de formacién de biopeliculas, concluy6 que las
estructuras que forman las especies L. innocua y L. monocytogenes presentaron
una mayor estabilidad en la superficie de formacién, lo que podria conducir a que
persistan por mas tiempo. Es probable que las biopeliculas que forman estas dos
especies permanezcan un mayor tiempo en la etapa de maduracion, en la cual se
inducen las rutas de sintesis de las sustancias poliméricas extra celulares
(Flemming et al., 2016).

De igual forma, en la etapa de maduracion ocurre la formacion de una estructura

altamente organizada y dependiendo de la cantidad de nutrientes presentes en el
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medio se ha reportado una duracion de 10 o incluso mas dias (Srey et al., 2013). La
maduraciéon hacia un biofilm diferenciado, el reclutamiento de otros
microorganismos presentes en el entorno y el mantenimiento de las estructuras en
un nivel tan alto de organizacion depende de un sistema intercelular de
comunicaciébn mediante sefializaciones quimicas denominado como Quorum

sensing (Saxena et al., 2019).

Las biopeliculas generadas por cepas de L. grayi, L. ivanovii, L. seeligeri y L.
welshimeri llegaron de manera temprana a la etapa de desprendimiento, lo cual
conduciria a la dispersion dentro del entorno de produccion con la subsecuente
colonizacion de nuevos nichos. Otra posibilidad radica en el hecho que durante la
etapa de maduracion esté ocurriendo el desprendimiento y separacion de células
para que funjan de manera importante como fuente de células plancténicas
(Rukavina et al., 2016).

Han sido descritos cuatro mecanismos de desprendimiento bacteriano en
biopeliculas: 1) abrasion, 2) pastoreo, 3) erosion y 4) desprendimiento (Petrova et
al., 2016). Es probable que el ultimo sea empleado por estas especies del género
Listeria ya que involucra el desprendimiento de fragmentos intactos de biopelicula
o incluso la propia biopelicula en su totalidad, pudiendo estar correlacionado con el
hecho de que en la medicion a las 72 h no fue posible detectar la produccion de
biopeliculas en cepas de L. grayi, L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri. Factores
enddégenos como la actividad enzimética asociada con la degradacion de la
biopelicula, la liberacién de sustancias poliméricas extracelulares o a la sintesis y/o
expresion de proteinas de union a superficie pueden ser importantes en el
desprendimiento (Kaplan et al.,, 2004). Algunas cuestiones fisiolégicas son
reguladas por Quorum sensing, incluida la dispersion de células planctonicas del

biofilm mediante la induccién de factores de desensamble (Cappitelli et al., 2014).
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7.2.2 Presencia/ausencia de genes de resistencia a QACS en cepas de Listeria
spp.

En ninguna de las 119 cepas analizadas se detecto la presencia del gen gacH, lo
cual probablemente esté relacionado con la ausencia del transposén Tn6188 al que
se encuentra altamente asociado. Mueller et al. (2013) realizaron la busqueda de
este gen en 91 cepas de L. monocytogenes aisladas de animales, humanos,
alimentos y de su entorno de produccion; reportaron la presencia del gen en el 11
% de las cepas provenientes de las ultimas dos fuentes de aislamiento. Mieller et
al. (2014) llevaron a cabo un ensayo similar al previamente descrito, y estudiaron
114 cepas no patdégenas del género aisladas de diferentes entornos de produccion
de alimentos que incluyeron: L. innocua (55), L. ivanovii (10), L. seeligeri (42) y L.

welshimeri (7); resultando que el gen gacH no fue detectado.

Recientemente Palaiodimou et al. (2021) detectaron el gen gacH tanto en cepas de
L. monocytogenes como en cepas de L. innocua, y no fue detectado en cepas de L.
welshimeri. Estos reportes sugieren que el gen qacH podria encontrarse
mayormente ligado a cepas de L. monocytogenes. Sin embargo, es imprescindible
gue se realicen mas estudios de deteccion del gen que incluyan a las especies no

patdégenas del género.

Por otro lado, el gen bcrABC se detectd en 55 cepas (46 %). Especificamente en
cepas de L. grayi, L. innocua, L. ivanovii y L. monocytogenes (Tabla 13). En un
estudio similar realizado en Polonia, se detecté el gen en el 31 % (21/67) de las
cepas de L. innocua y L. welshimeri obtenidas de alimentos, colectados en puntos

de venta minorista y de ambientes de produccion de alimentos (Korsak et al., 2019).
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Tabla 13. Prevalencia del gen bcrABC en cepas de Listeria spp.

Especie 2019
% ((+)/n)?

L. grayi 43 (3/7) 0 (0/0) 43 (3/7)
L. innocua 50 (2/4) 44 (7/16) 45 (9/20)
L. ivanovii 40 (4/10) 0 (0/0) 40 (4/10)
L. monocytogenes 63 (22/35) 43 (17/40) 52 (39/75)
L. seeligeri 0 (0/1) 0 (0/2) 0 (0/3)
L. welshimeri 0 (0/2) 0 (0/2) 0 (0/4)

'El nimero entre paréntesis representa el nimero de cepas que tuvieron el gen entre el

namero total de cepas analizadas.

L. monocytogenes fue la especie con una mayor presencia del gen; en 2019 el 63
% de las cepas fueron portadoras y en 2021 el 43 %. Se ha reportado que esta
especie puede presentar variaciones en la distribucion del gen entre los diferentes
serogrupos. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en Eslovaquia se aislaron 34
cepas en una planta procesadora de carne pertenecientes al serogrupo llay el gen
estuvo presente en el 50 %; en contraste en cepas de los serotipos 1lb (6), lic (15)
y 4B (22) el gen no se detectd. (MinaroviCova et al., 2018). Otro trabajo interesante
en el que se estudiaron 116 cepas de L. monocytogenes obtenidas de diferentes
plantas procesadoras de alimentos y de muestras de humano durante un brote de
listeriosis en 1998-1999, se encontré que el gen bcrABC estuvo presente en el 61
% de las cepas (Dutta et al., 2013). Bolten et al. (2022) reportaron la presencia del
gen bcrABC en cepas de L. innocua (17 %), L. monocytogenes (21 %) y L.
welshimeri (25 %), pero no fue detectado en cepas de L. ivanovii, L. marthii y L.

seeligeri.

7.2.3 Riesgo de persistencia en cepas de Listeria spp.
Diferentes grupos microbianos exhiben capacidad de para persistir en los entornos
de produccion de los alimentos, al grado que algunos se consideran ya parte del

microbioma presente en el mismo. El hecho de que microorganismos patégenos
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presenten dicha capacidad representa un riesgo para la industria, ya que podria
contribuir a la contaminacion de los productos por distintos mecanismos, por lo que
es oportuno disefiar medidas que permitan prevenir el establecimiento de estos

microorganismos en las plantas procesadoras.

Lucero-Mejia et al. (2020) propuso un criterio cuantitativo en una escala de 0 a 11
para clasificar la capacidad productora de biopeliculas en especies de Vibrio spp.
Dicho criterio se baso6 en la dinamica de la produccion de biopeliculas durante 72 h,
incluyé la cantidad de polimeros producidos (nulo, débil, moderado, fuerte) y el
tiempo en el que se alcanza el maximo nivel de produccion de biopeliculas

(temprano cuando ocurre a las 24 h y tardio a las 48-72 h).

Los valores numéricos asignados por el autor para los criterios mencionados fueron:
a) Perfil de formacion de biopeliculas: nulo (0), incremento conforme transcurre el
tiempo (1), incremento con posterior decremento teniendo en cuenta el nivel final de
produccién de biopeliculas [nulo (5), débil (4) y moderado (3)]; b) Tiempo en el que
se alcanzo el maximo nivel de produccion de biopeliculas: temprano (2) y tardio (1);

c) Nivel de produccién de biopeliculas: nulo (0), débil (1), moderado (2) y fuerte (3).

Para cuantificar el riesgo potencial de persistencia de cepas del género Listeria en
un ambiente de produccién de alimentos, al criterio de Lucero-Mejia et al. (2020) se
incorporo el riesgo que representa la presencia del gen bcrABC; se asigné un valor
de 2 a su presencia por lo que el maximo valor en la escala de nivel de riesgo fue
10 (Tabla 14).

Los criterios establecidos se aplicaron a las 119 cepas estudiadas, con la finalidad
de estimar el riesgo de persistencia dentro del entorno de produccién de hortalizas
congeladas, asociado a la presencia del gen de resistencia a QACs y a dinamicas

de formacién de biopeliculas de cada una de las cepas.
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Tabla 14. Escala de la evaluacion semicuantitativa del riesgo de persistencia de
cepas de Listeria spp. asociado a la produccién de biopeliculas y a la presencia
del gen bcrABC.

Tiempo del Dinamica de produccion Nivel de riesgo
Perfil de maximo de biopeliculas asociado
formacion nivel de Gen bcrABC

de producciéon
biopeliculas de 24 48 h 72h Ausente @ Presente

biopeliculas
Nulo
Ta-D
Ta-D

Incremento Te-D

conforme Ta-M
transcurre el Ta-M

tiempo Ta-M
Te-M
Ta-F
Ta-F
Ta-M
Ta-M
Ta-D
Ta-D
Incremento Ta-D

con posterior Ta-M
decremento Ta-M

Te-D
Ta-M
Te-M
Te-F 8 10
Modificado de Lucero-Mejia et al. (2020) Ta: tardio; Te: temprano; D: débil; M: moderado;

F: fuerte. Nulo = Débil Moderado @ Fuerte @
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El 75 % de las cepas portadoras del gen bcrABC se concentré en el perfil de
incremento conforme transcurre el tiempo, mientras que el 20 % mostro un perfil de

incremento con posterior decremento (Tabla 15). De forma similar, las cepas que
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no tenian el gen exhibieron mayormente un incremento continuo (56 %) respecto al
gue tuvo un incremento con posterior decremento (34 %).
Tabla 15. Nivel de riesgo de persistencia en cepas de Listeria spp.

N[AVZE] Especies no patégenas Especie

de patdégena

Total

riesgo LG LINO LIV () LW % (n/N)*

0 0 0 0 0 1 3(l/44) 4 5(4/75)
2 0 0 0 0 0  0(0/44) 3 4(3/75)
3 1 1 0 1 0  7(3/44) 1 1(U75)
4 0 9 0 0 0 20(9/44) 7  9(7/75)
5 0 1 0 0 1 4(2/44) 22 29(22/75)
6 0 8 1 0 0 20(9/44) 17 23(17/75)
7 0 0 6 1 1 18(8/44) 14  19(14/75)
8 3 1 0 1 1 14 (6/44) 3 4(3/75)
9 2 0 2 0 0 9 (4/44) 4 5(4/75)
10 1 0 1 0 0 4 (2144) 0  0(0/75)

LG: L. grayi, LINO: L. innocua; LIV: L. ivanovii; LM: L. monocytogenes. LS: L. seeligeri, LW: L.
welshimeri. *El nimero entre paréntesis representa el niimero de cepas que correspondieron

al nivel de riesgo respecto al total.

Para L. grayi y L. ivanovii se portadoras del gen bcrABC se estiman mayormente
niveles de riesgo entre 9-10, debido a que tuvieron un comportamiento de
incremento con posterior decremento y alcanzaron de manera temprana una débil
produccion de biopeliculas que transitd hacia el nivel nulo. El riesgo para L. innocua
se mantuvo entre 4-6, la mayoria (12/20) con un nivel de produccion maximo
considerado moderado entre las 48-72 h. Finalmente, en el caso de L.
monocytogenes el nivel de riesgo estuvo concentrado en un rango de 4 a 6; la
amplitud del rango refleja la heterogeneidad en los perfiles y niveles de produccion

de biopeliculas entre las cepas de esta especie. Sin embargo, también se
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encontraron algunas portadoras del gen bcrABC que no formaron biopeliculas
(3/39).

Dentro de los principales factores asociados a la capacidad de persistencia en
cepas de Listeria spp. se encuentran la capacidad formadora de biopelicula y la
resistencia/tolerancia a los desinfectantes empleados en los entornos de produccion
(Ferreira et al., 2014). Ambos factores se incluyeron en la clasificacion que se
propuso en este trabajo para cuantificar el riesgo que representa la presencia de las
cepas de Listeria spp. en un ambiente de produccion de alimentos. Si bien, la sola
presencia del gen bcrABC no es indicativo de que este se esté expresando, al
haberse identificado en las cepas analizadas representa un riesgo latente ya que la
expresion del gen podria inducirse bajo ciertas condiciones, tal como el uso de
QACs en concentraciones subletales. Cabe mencionar el hecho de que en diversos
estudios existe un debate para encontrar el aporte real de la expresion de estos
genes de tolerancia/resistencia a los QACs en la persistencia de L. monocytogenes,
encontrandose algunos estudios donde se les considera importantes (Kovacevic et
al., 2016; Martinez-Suérez et al., 2016) y otros donde solo se les ve como una
respuesta adaptativa que favorece un incremento en la concentracibn minima
inhibitoria de estos desinfectantes y no tiene un rol determinante (Daeschel et al.,
2022).

Un tercer mecanismo que podria estar implicado en la persistencia de las especies
de Listeria spp. en el entorno de produccién seria la formacién de células
persistentes. De manera general, cuando las células se encuentran en un estado
latente sin division, incrementan considerablemente su capacidad de supervivencia
ante las diferentes condiciones de estrés ambiental (Buchanan et al., 2017). Algunas
de estas células ingresan a una fase de supervivencia a largo plazo, donde han
demostrado tener una mayor tolerancia a la temperatura y la presién, ademas de
haber sido descritos sin precisiones morfolégicas y fisiolégicas, cambios en la
morfologia que favorecen el ingreso y permanencia en dicha etapa (Wen et al.,
2011).
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Para L. monocytogenes se ha considerado a la diversidad de las cepas y a la
heterogeneidad entre las poblaciones microbianas, factores asociados con la
formacion de células persistentes. Sin embargo, también se ha descrito que la
presencia de algunos determinantes genéticos como plasmidos, profagos,
transposones, sistemas SOS de respuesta, sistema toxina-antitoxina y mutaciones,
pueden influir sobre esta respuesta (Abee et al., 2016). Algunos autores refieren el
hecho de que esta formacion de células persistentes no solamente ofrece una
ventaja al patdgeno para sobrevivir a las operaciones de limpieza y desinfeccion
gue se llevan a cabo en el entorno de produccion de alimentos, sino que también
podrian favorecer la evasion del sistema inmune durante la infeccién; lo cual podria
explicar el hecho de que los sintomas de la listeriosis se presenten en ocasiones

tras largos periodos de incubacién (Knudsen et al., 2013).
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7.3 Interacciones entre especies no patégenas del género Listeria con L.
monocytogenes en biopeliculas

De acuerdo con los criterios establecidos que incluyeron la presencia de genes de

resistencia a QACs, la especie no patdgena del género Listeria y el perfil de

formacion de biopeliculas, se seleccionaron trece cepas, cuyas caracteristicas se

enlistan en la Tabla 16. Con estas cepas se llevaron a cabo los ensayos de

interaccion en cultivos mixtos.

Tabla 16. Cepas no patdégenas de Listeria spp. portadoras del gen bcrABC

seleccionadas para los ensayos de interaccion.

Especie Perfil de formacion de
biopeliculas
L. grayi MAVI-G2 Incremento con
decremento
L. innocua MAVIND I to constante
2019 MAVI-INO3 neremen
MAVI-IV2 Incremento constante
L. ivanovii MAVI-IV3 Incremento con
MAVI-IV5 decremento
MAVI-INO5
MAVI-INO6
MAVI-INO7
2021 L. innocua MAVI-INO8 Incremento constante
MAVI-INO12
MAVI-INO13
MAVI-INO14
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7.3.1 Cambios en la capacidad de adhesion de L. monocytogenes en cultivo
mixto.

En términos generales la capacidad de adhesion de L. monocytogenes a superficies
de acero inoxidable en cultivos duales con cepas de L. grayi, L. ivanovii y L. innocua
fue heterogénea en un rango de 3.14 — 3.98 Log UFC/mL (Figura 13).

De manera general e independientemente de la especie en los ensayos con las
cepas del afio 2019 L. monocytogenes mostré una adhesion similar en cultivo mixto
que las cepas de Listeria spp., aunque para ambas en la mayoria de los casos esta
fue menor en relacion a la adhesion observada en sus cultivos puros (Figura 13 A).
Por otro lado, con las cepas del afio 2021 se observo que las especies no patdgenas
de Listeria presentaron en la mayoria de los casos una mayor adhesion en cultivo
mixto que L. monocytogenes, siendo esta adhesion mayor que en sus cultivos

individuales (Figura 13 B).

El andlisis de varianza (ANOVA) se realizo para cada uno de los cultivos duales, y
reveld que tanto la cepa (Listeria spp o L. monocytogenes), el cultivo (individual o
dual) y su interaccion en la mayoria de los casos tuvieron un efecto significativo
sobre la capacidad de adhesién (Tabla A4, Anexos). Independientemente de la
especie, en todos los cultivos duales de las cepas del 2019, tanto L. monocytogenes
como L. grayi, L. innocua, y L. ivanovii redujeron su capacidad de adhesion en
cultivo mixto (p<0.05). En contraste, en los ensayos con las cepas del 2021, se
observo que la adhesion fue similar sin importar el tipo de cultivo, o bien ocurrié un

incremento en la adhesion al estar en cultivo mixto (p<0.05).

Se ha documentado que existen tres tipos de factores que afectan de manera critica
la etapa de adhesion inicial de las bacterias a superficies: 1) factores inherentes a
la superficie (hidrofobicidad, cargas electroestaticas y rugosidad), 2) factores
ambientales (pH, temperatura, osmolaridad, presencia de nutrientes, composicion
de comunidades microbianas), y 3) factores propios del microorganismo (pilis,

flagelos, transporte celular y comunicacion intercelular) (Giaourious et al., 2014).
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Figura 13. Adhesion a superficies de acero inoxidable de cepas de Listeria spp. en
cultivo individual y mixto. A) 2019, B) 2021. G: L. grayi, INO: L. innocua, IV: L. ivanovii,
LM: L. monocytogenes ATCC 19115. IND: adhesion en cultivo individual, MIX: adhesién en
cultivo mixto. Las barras representan el promedio de 6 datos. Dentro de cada cultivo dual

letras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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La inhibicion de la etapa de adhesion es una de las estrategias empleadas en la
industria para evitar el establecimiento de L. monocytogenes en el entorno de
produccion de alimentos. El efecto de las especies no patogénicas del género
Listeria sobre la adhesion del patégeno a superficies de acero inoxidable, no se ha
investigado a profundidad, salvo el caso de L. innocua (Koo et al., 2014). En los
resultados obtenidos en este trabajo se observé que la capacidad de adhesion de
la cepa L. monocytogenes ATCC 19115 disminuyo en los cultivos mixtos con cepas
de L. grayi, L. innocua y L. ivanovii. Sin embargo, al haber heterogeneidad en los
comportamientos entre las evaluaciones con cepas de una misma especie resultaria
pertinente incrementar el nimero de cepas evaluadas de cada especie con el fin de
poder establecer con mayor claridad el tipo de interaccion (sinergismo/antagonismo)

que ocurre entre las cepas en las primeras etapas de formacion de biopeliculas.

Bacterias de otros géneros han mostrado tener efecto sobre la adhesion de L.
monocytogenes. He et al. (2019), evaluaron el efecto del probiético Enterococcus
faecium sobre la adhesion de E. coli O157:H7, Salmonella Thyphimurium,
Staphylococcus aureus, Shigella sonnei y L. monocytogenes empleando ensayos
de competencia y desplazamiento. Observaron que las mayores tasas de inhibicion
ocurrieron sobre L. monocytogenes tanto en competencia (53 %) como en
desplazamiento (60.8 %). Fox et al. (2014), reportaron que bacterias del género
Janthinobacterium ejercieron un efecto inhibitorio en la adhesion y formacion de
biopeliculas de L. monocytogenes ocasionando cambios en el microbioma presente
en los sistemas de desagiie pertenecientes a un entorno de produccion de alimentos

carnicos.

En superficies de acero inoxidable Hascoét et al. (2021) en estudios realizados in
vitro, encontraron que Bacillus safensis limita la adhesion de L. monocytogenes;
también observaron que los serotipos ¥z a, ¥ ¢ y 4b fueron mas susceptibles que
los 2a'y 2 b, aunque el mecanismo por el que esto ocurre no fue del todo dilucidado.
En el mismo tipo de superficie, una cepa de Staphylococcus sciuri tuvo la capacidad
de disminuir la adhesién de L. monocytogenes en proporcién variable en tres medios
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de cultivo evaluados ya que los nutrientes presentes pueden verse involucrados en
diferentes mecanismos de competencia (Leriche et al.,, 2000). En biopeliculas
preformadas sobre acero inoxidable, se demostro también que Bacillus megaterium
y Candida zeiylanoides pueden disminuir la capacidad de adhesion de células de L.
monocytogenes (Ripollés et al., 2022).

Como estrategia para controlar la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes
en los entornos de produccion de alimentos, se ha estudiado ampliamente la
aplicacion de bacterias acido lacticas y algunos de sus metabolitos. Rodriguez-
Lopez et al. (2018) evaluaron el efecto de bacteriocinas como la nisina, enterocina
y sakacina para inhibir la capacidad de adhesién de L. monocytogenes a superficies
de plastico y metal. Encontraron que estas moléculas podrian actuar de manera
temprana inhibiendo el proceso de formacion de biopeliculas incluso previo a la
adhesion reversible. La presencia de estos compuestos puede ser critico en cuanto
al efecto antagonico que ejercen algunas bacterias &cido lacticas sobre el patdégeno.
Winkelstroter et al. (2011), evaluaron la influencia de un Lactobacillus sakei y su
bacteriocina sobre la adhesién de L. monocytogenes a superficies de acero
inoxidable en cultivos mixtos, y concluyeron que ambos resultaron efectivos en

disminuir la adhesién del patégeno a la superficie.

7.3.2 Evaluacion de las poblaciones de L. monocytogenes en biopeliculas
mixtas.

Después de 10 dias de incubacién a 35 °C y a una HR > 95 %, se cuantificaron las
poblaciones inmersas en biopeliculas obtenidas mediante cultivos individuales y
duales de L. monocytogenes y las cepas seleccionadas de Listeria no patdgenas
formadas sobre superficies de acero inoxidable (Figura 14). En todos los cultivos
duales con las cepas no patégenas del género Listeria aisladas en 2019 (Figura 14
A) y 2021 (Figura 14 B), se observé que la poblacién de L. monocytogenes se vio
ligeramente disminuida con respecto al cultivo individual; sin embargo, dada la
dispersion de los datos obtenidos, no en todos los casos la diferencia se consideré
estadisticamente significativa (p<0.05).
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Figura 14. Poblaciones de cepas de Listeria spp. formadas sobre acero inoxidable
en cultivo individual y mixto. A) 2019, B) 2021. G: L. grayi, INO: L. innocua, IV: L. ivanovii,
LM: L. monocytogenes ATCC 19115. IND: poblacién en cultivo individual, MIX: poblacion
en cultivo mixto. Las barras representan el promedio de 5 datos. Dentro de cada cultivo dual

letras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Se ha descrito previamente el efecto antagonico que puede ejercer L. innocua sobre
L. monocytogenes, el cual se atribuye principalmente a mecanismos de
competencia por nutrientes. Fgaier et al. (2014) emplearon un modelo matematico
de interacciones alopaticas entre estas especies, y sin proponer evidencia
mecanicista concluyeron que la interaccion esta determinada en mayor proporcion
por la produccion de toxinas por parte de la especie no patogénica que se ve
exacerbada conforme hay una mayor limitacion de sustratos en el medio, lo cual
implicaria que se trata de una interaccion compleja que involucra més factores que
solo los mecanismos de competencia. El hecho de que, en estudios realizados en
nichos compartidos por estas dos especies, se reporte una mayor prevalencia de L.
innocua respecto a la especie patdgena, evidencia la necesidad de conocer mas a

profundidad su interaccion (Zilelidou et al., 2018).

El ANOVA (Tabla A5, Anexos) para cada uno de los cultivos duales se evalué el
efecto del tipo de cultivo y la cepa sobre las poblaciones microbianas, revelé que
los factores no fueron significativos en los cultivos duales con MAVI-G2 y MAVI-IV2.
El factor cultivo fue significativo en los cultivos con MAVI-INO2 y MAVI-INO3
(p<0.05). El factor cepa fue significativo en los cultivos con las cepas MAVI-IV3,
MAVI-IV5, MAVI-INO5, MAVI-INO12 y MAVI-INO13 (p<0.05). Los dos factores
resultaron significativos en cultivos con MAVI-INO6 y MAVI-INOS; y la interaccion
entre los dos factores en cultivos duales desarrollados con MAVI-INO7 y MAVI-
INO14 fue significativa (p<0.05). Los Unicos casos en los que se encontro
significancia estadistica entre la poblacién del L. monocytogenes fueron los cultivos
mixtos con las cepas de L. innocua MAVI-INO2, MAVI-INO6, MAVI-INO 7 y MAVI-
INO14 (Figura 14)

Al no ser significativo el factor tipo de cultivo en la mayoria de los casos, puede
sugerir que la presencia de cepas no patdgenas del género Listeria no limitan el
desarrollo de L. monocytogenes. Mientras que, el hecho de que la cepa resultara
significativa, solamente es indicativo de la propia variabilidad inter-especies

existente de manera natural.
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Se han realizado estudios para evaluar las dinAmicas microbianas de cepas de L.
monocytogenes en cultivos duales y multiespecies (Fagerlund et al., 2021). Un
estudio realizado para evaluar la interaccion en cultivos duales entre L.
monocytogenes y cepas que cotidianamente se encuentran en ambientes de
produccion de carne en biopeliculas formadas sobre superficies de acero inoxidable
a 35°C durante 72 h y en un entorno de humedad relativa > 90 %, se observo que
las especies de Pseudomonas ejercieron un efecto protector sobre el patdgeno,
mientras que las especies de Bacillus y Candida zeylanoides ocasionaron una
reducciéon en la poblacion dentro de la biopelicula de 4, 2 y 1 Log UFC/cm?,
respectivamente (Ripollés et al., 2022). En placas de poliestireno se estudiaron los
cambios en las poblaciones de L. innocua en biopeliculas formadas con
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus a 30 °C por 72 h. Se encontro
que en el primer caso la cepa evaluada predomind, mientras que en el segundo

presento nimeros ligeramente menores respecto a L. innocua (Kocot et al., 2020).

En biopeliculas formadas sobre tubos de polipropileno se observd que cepas de
Leuconostoc mesenteroides obtenidas de kimchi, redujeron las poblaciones de
cepas de L. monocytogenes de los serotipos ¥2 a 'y 4b en un rango de 1 a 2 Log
UFC (Shao et al., 2020). Agustin et al. (2018), evaluaron las poblaciones de L.
monocytogenes y L. innocua en biopeliculas duales formadas sobre acero
inoxidable con levaduras presentes comunmente en los ambientes de produccion
de jugo de manzana. La poblacion del patégeno en cultivos mixtos se mantuvo
similar respecto a la de la biopelicula formada de manera individual, con la
excepcion del cultivo con Candida krusei donde se observo un aumento aproximado
de 1 Log UFC. También observaron que la poblacion de L. innocua disminuyé en
presencia de Rhodotorula mucilaginosa y Candida kefyr e incrementé al ser

cultivada con Candida krusei y Candida tropicalis.

En un estudio realizado por Heir et al. (2018), se evaluaron los cambios en la
poblacién de L. monocytogenes al formar biopeliculas mixtas en acero inoxidable
por 9 dias a 12 °C con cepas de L. innocua aisladas del ambiente de produccién de
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salmoén y con un coctel de bacterias Gram negativas disefiado con especies que
normalmente prevalecian en dicho entorno. Observaron que L. innocua desarrollé
mas que L. monocytogenes durante los primeros dias y que conforme transcurrio el
tiempo las poblaciones se comportaron de manera similar. Las cepas Gram
negativas también restringieron el desarrollo a pesar de que fue incrementando con
el tiempo. En este mismo estudio, también llevaron a cabo experimentos con
cultivos mixtos para determinar si la inhibicion selectiva de L. monocytogenes por
cepas de L. innocua era general o solo era una caracteristica inherente a algunas
cepas de esta especie. Encontraron que solamente 2 de las 5 cepas estudiadas
disminuyeron la poblacion de L. monocytogenes. La disminucion se exacerbd
cuando se incubaron con las bacterias Gram negativas. Simulando el mismo
entorno y utilizando las mismas condiciones y tipo de superficie Langsrud et al.
(2016) evaluaron las poblaciones de L. innocua y L. monocytogenes en cultivo dual,
observando un incremento en ambas poblaciones conforme transcurrio el tiempo.
Por otra parte, en cultivo mixto con microbiota se encontré6 que Listeria spp.
representd una fraccion minima del numero total de células obtenidas de la
biopelicula, y se encontr6 un mayor niumero de L. innocua respecto a L.

monocytogenes.

En el presente estudio se observo que solamente 4 de las 9 cepas de L. innocua
evaluadas disminuyeron la poblacibn de L. monocytogenes en biopeliculas
formadas en cultivo dual, y que a pesar de que en la mayoria de los casos (5/9)
desarrolld6 mas la especie no patégena no hubo un efecto inhibitorio sobre L.
monocytogenes. Esto podria sugerir que L. innocua tuvo un mejor aprovechamiento
de los nutrientes, sin llegar a condiciones limitantes tales que favorecieran la

activacion de otros mecanismos de interaccion dentro de la propia biopelicula.

En los cultivos mixtos entre L. monocytogenes y L. grayi y L. ivanovii al no haberse
encontrado diferencia entre sus poblaciones cuando estaban en cultivo mixto, se
podria sugerir que estd ocurre una interaccién neutra, en la que ambas especies

pueden verse beneficiadas.
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7.3.3 Cambios en la capacidad formadora de biopeliculas de L. monocytogenes
y las especies no patdgenas de Listeria en cultivo mixto.

En la evaluacion de la capacidad para formar biopeliculas sobre superficies de acero
inoxidable la cantidad de polimeros producidos por la cepa de L. monocytogenes
ATCC 19115 oscilé entre 0.69 y 0.48. Para las cepas no patégenas de Listeria
aisladas en el afio 2019, la DO oscilé entre 0.31-0.90 para L. grayi, entre 0.32-0.62
para L. innocua y entre 0.69-0.28 para L. ivanovii (Figura 15 A). En los ensayos con
las cepas de L. innocua del afio 2021 la DO estuvo entre valores de 0.64-0.17
(Figura 15 B).

La cantidad de biopolimeros producidos por L. monocytogenes en presencia de las
cepas de Listeria no patégenas del afio 2019 fue similar en el cultivo individual y
mixto en la mayoria de los casos (4/6) (p<0.05). En contraste, en los ensayos con
cepas del afio 2021, en la mayoria de los casos (6/7) la produccion de biopolimeros
se redujo en el cultivo mixto (p<0.05). En la Tabla A6 de la seccion de anexos se
encuentra registrado el ANOVA. El método con cristal violeta empleado para
determinar la capacidad formadora de biopeliculas es facil y practico, pero tiene una
alta variabilidad, lo cual puede influir en los resultados ya que los tratamientos

presentan una alta dispersion.

El desarrollo de biopeliculas mixtas entre especies del género Listeria se ha
estudiado de forma limitada. Hasani et al. (2020) evaluaron en superficies de
poliestireno los cambios en la formacion de biopeliculas en cultivos duales de una
cepa de L. monocytogenes considerada como fuertemente productora y dos cepas
de L. innocua débilmente productoras. Observaron una disminucién en la
produccion de biopeliculas que oscilé entre el 17 % y el 39 % con respecto a lo
obtenido en el cultivo individual. Costa et al. (2018), reportaron que cepas de L.
innocua y L. monocytogenes tuvieron una capacidad similar para formar
biopeliculas sobre poliestireno en cultivo individual. En otro estudio también

realizado sobre poliestireno con estas mismas especies, pero en cultivos duales,
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obtuvieron valores similares de produccién de biopeliculas que en el cultivo
individual de cada especie (Lezzoum et al., 2019).
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biopeliculas en cultivo mixto. Las barras representan el promedio de 6 datos. Dentro de
cada cultivo dual letras diferentes indican que hay diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

Los resultados obtenidos mostraron que principalmente las cepas de L. innocua,
son las que influyen en la capacidad de adhesion, el decremento en la poblacién y
la cantidad de biopeliculas que forma L. monocytogenes. Sin embargo, el
comportamiento no fue homogéneo entre todas las cepas de esta especie. Los
mecanismos de competencia entre L. innocua y L. monocytogenes se podrian estar
presentando incluso previo a la formacion de biopeliculas limitando la capacidad de
adhesion. Sin embargo, no ha sido del todo descrito el comportamiento de L.
monocytogenes y L. innocua interactuando sobre superficies de acero inoxidable.
En este estudio se observé que, en los cultivos individuales, el 44 % de los ensayos
de interaccién con L. innocua esta produjo una menor cantidad de biopeliculas
respecto al patégeno. Por otro lado, en los ensayos con L. grayi y L. ivanovii la
produccion de biopeliculas fue semejante. Esta diversidad podria deberse al efecto
que ejerce el tipo de superficie sobre la capacidad de formacion de biopeliculas, tal
como se ha descrito para cepas de L. monocytogenes y L. ivanovii (Rodriguez-
Melcén et al., 2019). Aunque también se debe de tener en cuenta el tipo de
interaccion que ocurre entre los microorganismos evaluados y la capacidad que
presentan para formar biopeliculas de manera individual, ya que si la cepa de L.
monocytogenes es fuertemente productora de biopelicula y no esta siendo
antagonizada los niveles de biopelicula pueden continuar normales o incrementar,
a diferencia de si estuviera ocurriendo una disminucion en su poblacién y la cepa
de Listeria spp. no presentara una gran capacidad para formar estas estructuras

resultaria l6gica la reduccion en la capacidad formadora de biopeliculas.

La capacidad de L. monocytogenes para formar biopeliculas en cultivos mixtos con
algunos otros patdgenos transmitidos por los alimentos también ha sido evaluada.
Durante una incubacién a 25 °C por 60 dias se observé que E. coli o las posibles

moléculas con efecto antimicrobiano generadas por esta hacia el medio, no
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ejercieron efecto alguno sobre la formacién de biopeliculas de L. monocytogenes
(Grandi et al., 2018). Interacciones con Salmonella no han demostrado tener un rol
importante sobre la capacidad de formacion de biopeliculas y resistencia a la
desinfeccién de L. monocytogenes (Kostakioti et al.,, 2013). La formacion de
biopeliculas por cepas de L. monocytogenes, E. coli y S. enterica en cultivo
individual y mixto fue evaluada por Almeida et al. (2011). En el cultivo dual de L.
monocytogenes con E. coli, la produccion de biopolimeros incrementé
considerablemente conforme transcurrié el tiempo, aunque se considerd que la
mayor cantidad de sustancias poliméricas extracelulares provenian de E. coli ya que
en el cultivo individual presenté una mayor concentracién de polimero respecto al
de L. monocytogenes. Cuando L. monocytogenes se cultivd con S. enterica el
incremento en la biomasa fue ligero durante el periodo de incubacion. Por otro lado,
estudios ha demostrado que puede haber interacciones de cooperacion y
competencia entre L. monocytogenes y Bacillus cereus, siempre que esta ultima no
tenga la capacidad para generar compuestos antimicrobianos (Pérez-Alonso et al.,
2020).

Se ha descrito que los compuestos antimicrobianos generados por bacterias acido
lacticas pueden ejercer un efecto negativo sobre la formacién de biopeliculas por
especies de Listeria spp. Real-Rocha et al. (2019) evaluaron el efecto de
bacteriocinas generadas por diferentes especies del género Enterococcus sobre la
produccion de biopeliculas a 30 y 37 °C por cepas de L. monocytogenes, L. innocua
y L. ivanovii. Los autores describieron que hubo disminucion en la biomasa. Para L.
monocytogenes la reduccién fue mayor a 37 °C en un rango del 87-64 %, mientras
gue a 30 °C el rango estuvo entre 80-64 %. Para L. innocua y L. ivanovii los rangos
de reduccién fueron mayores a 30 °C y oscilaron entre el 85-50 % y el 80-87%,
respectivamente. A 37 °C el rango de reduccién de L. innocua fue del 46-66 % y
para L. ivanovii del 75-85%. En otro estudio se report6 la inhibicion total de la

capacidad de cepas de L. monocytogenes para formar biopeliculas sobre
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superficies de poliestireno en presencia de bacteriocinas producidas por bacterias

de los géneros Lactobacillus, Enterococcus y Pediococcus (Camargo et al., 2016).

En otros estudios se evaluo el efecto de la presencia de algunos grupos microbianos
sobre la formacién de biopeliculas en contextos especificos. Maggio et al. (2021)
simul6 el entorno de produccién de lacteos para evaluar la formacion de biopeliculas
en cultivos duales de L. monocytogenes y Pseudomonas fluorescens. Los
resultados que obtuvieron respecto a la concentracibn de biomasa sobre la
superficie de poliestireno fueron muy heterogéneos y no fue posible concluir sobre
el efecto del cultivo mixto. En otro estudio se simulé el ambiente de una empresa
productora de pollo; inoculando cultivos de Pseudomonas aeruginosa a diferentes
concentraciones en jugo de pollo como medio de cultivo. Se observaron que en
algunos de los cultivos se favorecia la formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes, aungque en términos generales esta fue menor en comparacion con
la obtenida al emplearse un medio de cultivo convencional sin el jugo de pollo (Dong
et al., 2022).

Una vez inmersas en estas estructuras una minoria de las cepas de L. innocua
lograron disminuir la poblacién del patégeno en biopeliculas formadas en cultivo
dual, y en contraste la mayoria de los cultivos duales mostraron una menor
produccion de biopeliculas respecto a la que generd L. monocytogenes en cultivo
individual. Con todo el panorama expuesto, se podria sugerir que L. innocua puede
ejercer un efecto antagonico sobre L. monocytogenes, sin embargo, tampoco es tan
drastico ya que en ninguno de los ensayos realizados en este proyecto ocurrio la
inhibicion.

Por otro lado, para las especies L. grayi y L. ivanovii solo se observaron efectos
sobre la adhesion y la produccion de biopeliculas en pocos casos. El hecho de que
no haya un efecto sobre la poblacion de L. monocytogenes al encontrarse en una
biopelicula mixta puede ser indicativo de una interaccion de tipo neutra, las cuales
son las mas abundantes en la naturaleza y dejan entre ver que ambas especies

pueden coexistir sin limitar el desarrollo de la otra.
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7.4 Transferencia de genes de resistencia QACS en biopeliculas mixtas.
Los ensayos para evaluar la capacidad de las cepas de Listeria no patdégenas
portadoras del gen bcrABC para transferirlo a la cepa de L. monocytogenes ATCC
19115 no portadora con resistencia a rifampicina, se llevaron a cabo en biopeliculas
formadas en cultivo mixto sobre superficies de acero inoxidable. En un ensayo
preliminar se observo que el tiempo minimo para que ocurriera la transferencia fue
de 10 dias; por lo tanto, este tiempo se establecid para todos los ensayos (Anexos,
Tabla A7). A los 10 dias se desprendieron las células de las superficies de acero
inoxidable y se cultivaron en placas de ASTR; posteriormente, a partir de estas
placas se recuperaron todas las colonias que desarrollaron y se realiz6 la deteccion

del gen bcrABC en la cepa de L. monocytogenes.

El 17 % (13/78) de los ensayos de transferencia del gen bcrABC a la cepa de L.
monocytogenes fueron exitosos (Tabla 17). L. innocua fue la Unica especie que
logré transferir el gen, aunque solo tres de las cepas probadas lo hicieron en
diferentes porcentajes de transferencia.

Tabla 17. Porcentaje de transferencia del gen bcrABC de cepas de Listeria spp. a
L. monocytogenes

Transferencia

Especie
% (+/n)t
Listeria grayi MAVI-G2 0 (0/6)
o MAVI-INO2 50 (3/6)
Listeria innocua
MAVI-INO3 0 (0/6)
2019 MAVI-IV2 0 (0/6)
Listeria ivanovii MAVI-IV3 0 (0/6)
MAVI-IV5 0 (0/6)
MAVI-INO5S 0 (0/6)
o MAVI-INO6 0 (0/6)
2021 Listeria innocua
MAVI-INO7 0 (0/6)
MAVI-INOS8 83 (5/6)
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MAVI-INO12 0 (0/6)
MAVI-INO13 83 (5/6)
MAVI-INO-14 0 (0/6)

1(+/n): Ocasiones en que ocurrid la transferencia, respecto al total de ensayos realizados.

Desde hace muchos afios se ha reconocido a la transferencia horizontal de genes
como la base de la recombinacién genética entre individuos que pueden o no estar
conectados. En el contexto de este trabajo la transferencia entre bacterias de un
mismo género, pero de diferente especie puede reconocerse como transferencia
horizontal. Tradicionalmente, existen tres mecanismos que permiten el intercambio
de ADN entre microorganismos: 1) Transformacion, 2) Transduccion y 3)
Conjugacion (Hall et al., 2017). La célula receptora tiene un rol determinante en que
ocurran los primeros dos mecanismos de recombinacion homadloga, mientras que la
conjugacion esta en funciéon de la célula donadora que logra identificar un receptor
adecuado para transferir el material genético (Frost et al., 2010). Naturalmente la
transformacion corresponde al proceso de captacion de ADN circundante en el
ambiente proveniente de una célula donadora, mediante su union especifica a
proteinas de unién al ADN presentes a nivel membranal, posteriormente una de las
cadenas es degradada por una nucleasa y la otra se une a proteinas especificas
previo a su recombinacion homologa mediada por la proteina RecA (Mandigan et
al., 2015c).

En el proceso de transduccién es un bacteriofago el que se encarga de la
transferencia del ADN entre células bacterianas, pudiendo ser un proceso
generalizado donde cualquier gen que se encuentre en el cromosoma de la célula
donadora puede ser transferido y otro denominado transduccion generalizada que
permite el intercambio de manera eficiente y selectiva de pequefias regiones del
cromosoma (Chen et al., 2009).

Finalmente, el proceso de conjugacién requiere del contacto entre células para que
ocurra el intercambio del material genético; el proceso ocurre cuando la célula

donadora expresa un multicomponente macromolecular a nivel membranal
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denominado como plasmido conjugativo que proporciona el enlace fisico que
permite el movimiento del ADN de donador a receptor (Hall et al., 2017). Algunos
autores refieren incluso que la formacion de biopeliculas representa un entorno

factible para que ocurra la conjugacion bacteriana (Tong et al., 2021).

Generalmente en cuanto a la dispersién de elementos genéticos asociados con la
resistencia/tolerancia a los desinfectantes de diferentes tipos se considera que el
principal mecanismo empleado es la conjugaciéon, aunque la posibilidad de que
estos elementos puedan ser movilizados entre células mediante transduccién o de
manera mas simple por la sola transformacion merece ser objeto de estudios en los
afos venideros con el fin de entender adecuadamente como se propaga la
resistencia a desinfectantes entre los diferentes grupos microbianos (Mc-Carlie et
al., 2020; Tong et al., 2021).

Korsak et al. (2019), reportaron la capacidad de cepas de L. welshimeri para
transferir el plasmido PLIS1 portador de los genes bcrABC y cadA2 con una alta
frecuencia a cepas receptoras de L. monocytogenes. También se ha reportado una
frecuencia de transferencia de estos genes en el rango de 10°-10° desde cepas de
L. monocytogenes a cepas de E. coli, con lo cual se aport6é evidencia del posible
intercambio de genes de resistencia a desinfectantes entre bacterias Gram
negativas y Gram positivas (Xu et al., 2016). Utilizando cepas no patégenas del
género Listeria portadoras de los genes bcrABC, cadAl y cadA2, Katharios et al.
(2012) realizaron la evaluacion de la transferencia entre cepas no patdégenas y hacia
L. monocytogenes. Describieron que la transferencia entre cepas no patégenas fue
mejor a 25 °C que a 37 °C, mientras que el patdbgeno mostré una adquisicion similar
en ambas condiciones. El rango de transferencia para las cepas donadoras de L.
welshimeriy L. innocua fue de 107-10°, en mayor o menor proporcion entre las cepas

receptoras del patdgeno.

En funcidn de lo previamente expuesto, se considera que el posible mecanismo
empleado por las cepas de L. innocua para transferir el gen bcrABC puede ser la

conjugacion. Lo anterior considerando que el gen de resistencia se encuentra
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altamente asociado al plasmido PLM80 y al no haber ocurrido la transferencia con
todas las cepas portadoras del mismo, se podria suponer que el gen se haya integro
al genoma después de varias generaciones reproductivas, lo cual podria limitar su
transferencia especifica. Aunque, para fortalecer esta conclusion seria necesario
realizar andlisis mas minuciosos a nivel gendmico (secuenciacion) que permitieran
establecer diferencias en la ubicacion o estructura del gen bcrABC en cepas de las

diferentes especies de Listeria spp.

7.4.1 Expresion fenotipica del gen bcrABC asociado a la resistencia a QACs.
Los ensayos de interaccion con las cepas en las que se detecto la transferencia
fueron repetidos bajo las condiciones previamente descritas. Tras 10 dias, las
poblaciones de L. monocytogenes ATCC 19115 fueron recuperadas en placas de
ASTR y resuspendidas en SSI estéril para poder llevar a cabo el ensayo de prueba
de contacto directo con el desinfectante. Las células en suspension de L.
monocytogenes que adquirieron el gen bcrABC se recuperaron y se expusieron a
una concentracién de QACs (150 ppm, 100 ppm) durante 30 segundos con agitacion

constante, y al final se cuantificaron las células sobrevivientes.

En ninguno de los ensayos de interaccion, las células de L. monocytogenes que
adquirieron el gen bcrABC a partir de cepas de L. innocua exhibieron de manera
fenotipica una respuesta de tolerancia/resistencia a concentraciones subletales del
desinfectante Servi-Quirofenol® (QACs) (Tabla 18). Cabe mencionar que este
ensayo solo se realiz6 con las cepas de L. monocytogenes a las que previamente

se les confirma la presencia del gen bcrABC mediante PCR.
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Tabla 18. Poblaciones en cepas de L. monocytogenes receptoras del gen bcrABC

expuestas a QACs.

Tratamiento Poblaciones
Ensayo de
_ B (Log UFC/ mL)
interaccion? - :
Inicial Final
LM 19115
2.4 x 10°
(Control)
< LD?
LM+INO2 150 ppm 1.2 x 107
LM+INO8 5.0 x 108
LM+INO13 1.4 x 107
LM 19115
2.4 x 10°
(Control)
LM+INO2 100 ppm 1.2x10" <LD
LM+INO8 5.0 x 108
LM+INO13 1.4 x 107

'Ensayo de interaccion a partir del cual se recuperaron las células de L. monocytogenes
gue recibieron el gen bcrABC.?2 Menor al limite de deteccion de acuerdo a las técnicas
empleadas (1000 UFC/mL)

Los resultados coinciden con lo reportado en la literatura, ya que en raras ocasiones
ha sido descrito el hecho de que las bacterias del género Listeria desarrollen
resistencia adquirida hacia los desinfectantes incluidos los QACs (Luque-Sastre et
al., 2018).

Recientemente, se atribuyd un incremento en la adaptacion a bajas concentraciones
de cloruro de benzalconio en cepas de L. monocytogenes y Listeria spp. a
mutaciones no sinénimas en fepR, un represor local de la actividad de bombas de
flujo de la familia MATE FepA (Bolten et al., 2022). En contra parte, la resistencia a
este tipo de compuestos se ha visto asociada a un incremento en la expresion de

elementos reguladores, pudiendo ser inducidos por la exposicion previa a QACs o
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al propio estrés que generan estos compuestos en los microorganismos (Martinez-
Suarez et al., 2016).

En un estudio se realizo la evaluacion de la expresion del gen bcrABC y otros cuatro
genes mediante RT-gPCR en cepas de L. monocytogenes aisladas de muestras
clinicas y del entorno de produccién de alimentos previamente expuestas a
concentraciones subletales de cloruro de benzalconio. Se observé que en 4 de 6
cepas evaluadas hubo una menor expresion del gen bcrABC, mientras que en las
otras dos no se detectd su expresion (Tamburro et al., 2014). De igual manera se
evaluo la expresion de bcrABC utilizando cloruro de benzalconio en cuatro
concentraciones subletales (0, 0.12, 0.25, 0.50 ug /ml) de cloruro de benzalconio
sobre una cepa de L. monocytogenes, encontrando una mayor expresion en la

concentracion mas alta (Minarovi¢ova et al., 2018).

Mgaretrg et al. (2017Db), reportaron que cepas de L. monocytogenes no portadoras
de los genes bcrABC o gacH exhibieron una menor concentracion minima inhibitoria
(MIC) de cloruro de benzalconio (<5 ppm), mientras que las cepas que si los tenian
presentaron una MIC de 10-13 ppm y 5-12 ppm, respectivamente. En este mismo
estudio los autores concluyeron que la presencia de concentraciones residuales de
los QACs después de los procesos de desinfeccion podria ofrecer una ventaja para
el desarrollo en cepas portadoras. La presencia de estos genes no es garantia de
que ocurran fallas en la desinfeccién, derivado de la diferencia en los niveles de
expresion entre los diferentes microorganismos. A pesar de ello se considera un
riesgo latente en la persistencia y probablemente en la aparicion de resistencia

cruzada hacia QACs y antibiéticos (Chapman et al., 2002).
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CONCLUSIONES
Seis especies del género Listeria estuvieron presentes en el entorno de
produccion de hortalizas congeladas. Las mas abundantes fueron L.
monocytogenes y L. innocua, cuyas biopeliculas fueron mas estables y
permanecieron hasta las 72 h. Esta caracteristica puede influir en la
persistencia de las cepas en el entorno de produccion, involucrandose en el
hecho de que hayan sido detectadas en muestras de los dos afios evaluados.
Las especies menos abundantes fueron L. seeligeri y L. welshimeri, L. grayi
y L. ivanovii. Las cuatro especies en la mayoria de los casos exhibieron una
dispersién temprana de sus biopeliculas, es decir tienen poca estabilidad, lo
cual podria estar asociado al establecimiento de nuevos nichos dentro del
entorno de produccién.

El gen bcrABC asociado a la resistencia a QACs se identifico en cepas de L.
grayi, L. innocua, L. ivanovii y L. monocytogenes, lo cual podria conducir a
tratamientos de desinfeccion no efectivos si el gen lograra expresarse.

En relacidn a la capacidad de persistencia de las cepas de Listeria spp. y con
base al criterio semi-cuantitativo para estimar el riesgo que se desarrolld, es
estimo que algunas cepas de L. grayi y L. ivanovii tienen caracteristicas que
pueden favorecer su establecimiento dentro del entorno de produccion con
mayor facilidad respecto a L. monocytogenes.

Dada la heterogeneidad de los comportamientos en las dindmicas de
produccion de biopeliculas, podrian estudiarse otros factores como la
capacidad de formacioén de células persistentes y la presencia/expresion de
sistemas de respuesta a estrés que pueden influir en la persistencia. Al
integrarlos en el criterio propuesto se podria estimar con mayor certeza esta
capacidad.

Los ensayos de interaccion de cepas de L. grayi, L. innocua y L. ivanovii con
L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable, demostraron que la

capacidad de adhesion del patégeno se ve reducida. Lo anterior, podria
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limitar la formacién de biopeliculas de la especie patégena desde etapas
tempranas.

La poblacion de L. monocytogenes embebida en la biopelicula y la cantidad
de biopolimeros producidos en las biopeliculas mixtas con L. innocua fue
menor respecto a las biopeliculas individuales, sugiriendo un posible efecto
antagonico. Por otro lado, las cepas de L. grayi y L. ivanovii no exhibieron
ningun efecto sobre la poblaciéon de L. monocytogenes al estar en cultivo
mixto, por lo que se considera que el tipo de interaccion que tiene lugar es
neutra.

Cepas de L. innocua transfirieron el gen bcrABC a L. monocytogenes,
aunque este no se expresdé de manera fenotipica bajo las condiciones
experimentales, siendo necesarias mas pruebas para corroborar el rol que
puede tener el gen en la persistencia del patdgeno una vez adquirido y
determinar si resulta critico.

El hecho de que las especies no patégenas del género Listeria puedan
coexistir en una biopelicula con L. monocytogenes, podria contribuir a su
persistencia, a pesar de no verse exacerbados los factores de persistencia

estudiados durante los ensayos de interaccion.
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9. SUGERENCIAS Y PERSPECTIVAS.

Caracterizar la resistencia fenotipica a QACs en todas las cepas que resultaron
portadoras del gen bcrABC, y asi lograr establecer si la presencia de este gen es
una respuesta determinante en la resistencia/tolerancia a dichos desinfectantes o

no ofrecen ventaja alguna.

Incrementar el nUmero de cepas de las especies L. grayi y L. ivanovii para obtener
una vision mas amplia y confiable del tipo de interaccion que tienen con L.

monocytogenes en biopeliculas.

Realizar ensayos de interaccion entre cepas no patdgenas del género Listeriay L.
monocytogenes en biopeliculas utilizando algin extracto de vegetales como fuente
de materia organica en lugar de los medios convencionales, con el fin de estimar
con mayor precision el comportamiento dentro del entorno de produccion de

hortalizas congeladas.

Aumentar el nUmero de cepas para realizar en los ensayos de interaccion (cultivos
triples o cuddruples) para observar las respuestas previamente evaluadas en

presencia de un mayor nimero de microorganismos.

Llevar a cabo un analisis de secuenciacion en cepas portadoras del gen bcrABC
para tener con certeza la ubicacion del mismo dentro del genoma bacteriano, y asi

poder elucidar de mejor manera el mecanismo de transferencia.
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11. ANEXOS

Tabla Al. In6culo y poblacion a las 72 h (Log UFC/mL) empleados y obtenidos en

ensayos de caracterizacion por capacidad formadora de biopeliculas de cepas de

Especie Inoculo Poblacion 72 h
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)

MAVI-G1 6.59 + 0.43 6.75 + 0.52

MAVI-G2 6.12+0.11 6.06 + 0.14

MAVI-G3 6.19 + 0.20 6.25+0.10

Listeria grayi MAVI-G4 6.17 + 0.21 6.10 + 0.29

MAVI-G5 6.22 +0.25 6.02 + 0.26

MAVI-G6 5.98 +0.14 6.47 + 0.17

MAVI-G7 6.07 + 0.09 6.21 + 0.06

MAVI-INO1 6.97 +0.12 6.72 + 0.57

MAVI-INO2 6.36 + 0.51 6.36 + 0.11

MAVI-INO3 6.32 +0.20 6.13 + 0.13

MAVI-INO4 6.23+0.14 6.17 + 0.06

MAVI-INO5 6.38 + 0.34 6.09 +0.21

MAVI-INOG6 6.16 + 0.33 5.92+0.11

MAVI-INO7 6.04 + 0.38 5.56 + 0.30

Listeria innocua MAVI-INO8 6.22 + 0.15 5.89 + 0.99

MAVI-INO9 6.47 + 0.18 6.19 + 1.68

MAVI-INO10 6.61 + 0.46 5.50 + 0.61

MAVI-INO11 6.23+0.24 5.42 +0.29

MAVI-INO12 6.39 + 0.22 5.76 + 0.65

MAVI-INO13 6.67 + 0.19 6.14 + 0.24

MAVI-INO14 6.40 + 0.19 5.62 + 0.58

MAVI-INO15 6.76 + 0.10 6.15 + 0.13
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MAVI-INO16 6.43 +0.21 5.81+0.45
MAVI-INO17 6.52 + 0.22 6.05 + 0.08
MAVI-INO18 6.49 + 0.16 6.52 + 0.23
MAVI-INO19 6.65 + 0.37 5.84 +0.44
MAVI-INO20 6.71+0.21 5.77 + 0.37
MAVI-IV1 6.73+0.25 6.50 + 0.35
MAVI-IV2 6.08 + 0.23 6.22 + 0.33
MAVI-IV3 6.09 + 0.40 6.29+0.11
MAVI-IV4 6.29 + 0.35 6.38 + 0.45
MAVI-IV5 6.08 + 0.08 6.15 + 0.33
Listeria ivanovii
MAVI-IV6 6.34 + 0.23 6.15+0.21
MAVI-IV7 6.14 + 0.17 6.11 + 0.18
MAVI-IV8 6.15+0.18 6.05 + 0.37
MAVI-IV9 5.94 +0.17 6.19+0.21
MAVI-IV10 6.30 + 0.07 6.22 + 0.17
MAVI-LM1 7.12 + 0.15 6.84 + 0.62
MAVI-LM2 7.05+0.40 6.33+0.70
MAVI-LM3 7.12 + 0.15 6.07 + 0.55
MAVI-LM4 6.99 + 0.15 6.74 + 0.62
MAVI-LMS5 6.44 + 0.20 6.77 + 0.44
MAVI-LM6 6.36 + 0.16 6.88 + 0.19
Listeria MAVI-LM7 6.64 + 0.08 6.81 + 0.54
monocytogenes MAVI-LM8 6.73 + 0.09 6.50 + 0.32
MAVI-LM9 6.72 + 0.46 6.42 +0.25
MAVI-LM10 6.72 +0.25 6.09 + 0.20
MAVI-LM11 6.60 + 0.13 6.30 + 0.20
MAVI-LM12 6.55+0.20 6.44 + 0.19
MAVI-LM13 6.67 + 0.26 6.16 + 0.14
MAVI-LM14 6.79 + 0.36 6.27 + 0.12
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MAVI-LM15
MAVI-LM16
MAVI-LM17
MAVI-LM18
MAVI-LM19
MAVI-LM20
MAVI-LM25
MAVI-LM29
MAVI-LM32
MAVI-LM33
MAVI-LM34
MAVI-LM35
MAVI-LM36
MAVI-LM37
MAVI-LM38
MAVI-LM39
MAVI-LM40
MAVI-LM41
MAVI-LM42
MAVI-LM43
MAVI-LM44
MAVI-LM45
MAVI-LM46
MAVI-LM47
MAVI-LM48
MAVI-LM49
MAVI-LM50
MAVI-LM51
MAVI-LM52

6.83 + 0.47
6.67 + 0.26
6.65 + 0.15
6.87 + 0.36
6.50 + 0.17
6.57 + 0.24
6.43 + 0.10
6.51 + 0.13
6.36 + 0.45
6.36 + 0.35
6.23 + 0.05
6.26 + 0.06
6.32+0.29
6.26 + 0.12
6.13 + 0.08
6.68 + 0.43
6.49 + 0.37
6.60 + 0.12
6.27 + 0.37
6.40 + 0.23
6.38 + 0.19
6.75 + 0.25
6.60 + 0.51
6.68 + 0.35
6.65 + 0.20
6.74 + 0.37
6.77 + 0.11
6.70 + 0.35
6.55 + 0.27

6.00 + 0.09
5.56 + 0.30
6.32 + 0.65
6.01 + 0.50
6.50 + 0.27
6.72 +0.12
6.30 + 0.16
5.61 +0.47
5.97 +0.23
6.11 + 0.13
6.28 + 0.13
6.26 + 0.32
6.38 + 0.46
6.03 + 0.26
5.99+041
6.27 + 0.45
6.04 + 0.31
6.11+0.12
6.09 + 0.17
6.36 + 0.31
6.40 + 0.14
5.63 +0.49
6.01 + 0.69
5.89+0.42
6.04 + 0.05
6.07 + 0.27
6.86 + 0.05
6.26 + 0.47
6.50 + 0.08
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MAVI-LM53
MAVI-LM54
MAVI-LM55
MAVI-LM56
MAVI-LM57
MAVI-LM58
MAVI-LM59
MAVI-LM60
MAVI-LM61
MAVI-LM62
MAVI-LM63
MAVI-LM64
MAVI-LM65
MAVI-LM66
MAVI-LM67
MAVI-LM68
MAVI-LM69
MAVI-LM70
MAVI-LM71
MAVI-LM72
MAVI-LM73
MAVI-LM74
MAVI-LM75
MAVI-LM76
MAVI-LM77
MAVI-LM78
MAVI-LM79
MAVI-LM80
MAVI-LM81

6.65 + 0.32
6.98 + 0.17
6.58 + 0.23
6.67 + 0.22
6.52 + 0.18
6.64 + 0.22
6.79 + 0.12
6.65 + 0.06
6.26 + 0.11
7.04 + 0.07
6.89 + 0.17
6.65 + 0.21
6.57 + 0.21
6.74 + 0.30
6.73 + 0.22
6.75 + 0.20
6.88 + 0.10
6.74 + 0.23
6.80 + 0.20
6.72 +0.11
6.80 + 0.14
6.51 + 0.17
6.69 + 0.19
6.51 + 0.22
6.58 + 0.13
6.47 + 0.18
6.58 + 0.11
6.73 + 0.16
6.65 + 0.15

6.43 + 0.34
6.61 +0.19
6.47 + 0.44
6.40 + 0.30
6.32+0.21
6.37 + 0.52
6.47 +0.21
6.24 + 0.46
6.45+0.17
6.15+ 0.13
6.14 + 0.10
6.04 + 0.05
5.97 +0.48
6.13+0.17
6.05+0.13
6.16 + 0.16
6.04 + 0.25
6.21 +0.12
5.78 + 0.60
5.83 +0.38
6.17 + 0.33
6.19 + 0.16
6.23 +0.16
6.12+0.31
5.69 +0.12
5.95 + 0.07
6.07 + 0.23
5.83+0.18
6.06 + 0.08
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MAVI-LM82 6.63 + 0.26 6.00 + 0.01

MAVI-LM83 6.66 + 0.24 6.10 + 0.37

MAVI-LM84 6.62 + 0.23 6.02 + 0.03

MAVI-S1 6.20 + 0.12 6.12 + 0.25

Listeria seeligeri MAVI-S2 6.73 + 0.26 592 +0.11
MAVI-S3 6.54 + 0.32 6.13 + 0.25

MAVI-W1 6.99 + 0.12 6.66 + 0.27

Listeria MAVI-W2 6.13 + 0.18 6.02 + 0.09
welshimeri MAVI-W3 6.34 + 0.08 6.36 + 6.21
MAVI-W4 6.74 + 0.24 5.86 + 0.37

118



Tabla A2. Valores de densidad 6ptica a 600 nm de cepas de Listeria spp. aisladas

de una planta procesadora de hortalizas congeladas.

Especie Cepa

24 h

ATCC 700545
MAVI-G1 0.4942 + 0.07 0.7866 + 0.28 0.5082 + 0.11
MAVI-G2 1.4193 + 0.13 1.5909 + 0.03 1.6534 + 0.09
MAVI-G3 1.4592 + 0.15 1.5784 +0.06 1.6428 + 0.05
Listeria grayi |\, avi-Ga 1.4071 + 0.14 1.6146 + 0.04 1.6457 + 0.05
MAVI-G5 1.4715 +0.11 1.5902 + 0.06 1.6177 + 0.04
MAVI-G6 14721 +0.11 1.6474+0.05 1.6285 +0.07
MAVI-G7 1.3324 +0.03 1.6033 + 0.03 1.6888 + 0.10
ATCC 33090 0.1614 + 0.01 0.1542 + 0.02 0.1445 + 0.04
MAVI-INO1  0.4751+0.06 0.4000 +0.11 0.3917 + 0.02
MAVI-INO2  1.5249 + 0.07 1.6471+0.06 1.6261 + 0.06
MAVI-INO3  1.5890 + 0.06 1.6900 + 0.07 1.7718 + 0.09
MAVI-INO4  1.3231+0.11 1.6008 + 0.03 1.4887 + 0.45
MAVI-INO5  0.2422 + 0.25 0.4540 + 0.44 0.5761 + 0.54
MAVI-INO6  0.2090 + 0.26 0.1412 +0.01 0.2452 + 0.34
MAVI-INO7  0.1315+0.01 0.1504 + 0.01 0.1452 + 0.03
Listeria innocua | MAVIFINOS ~ 0.1281+0.01 0.1301 +0.01 0.3031 + 0.45
MAVI-INO9  0.1565 + 0.02 0.2620 + 0.43 0.2165 + 0.29
MAVI-INO10  0.1677 + 0.02 0.1491 +0.01 0.2579 + 0.33
MAVI-INO11  0.1955+ 0.22 0.1358 +0.01 0.2109 + 0.31
MAVI-INO12  0.1370+0.01 0.1515+0.01 0.1399 + 0.04
MAVI-INO13  0.2775+ 0.02 0.3146 + 0.08 0.3312 + 0.04
MAVI-INO14  0.1483 +0.01 0.1931+0.04 0.1412 + 0.06
MAVI-INO15  0.3068 + 0.05 0.2669 + 0.03 0.2092 + 0.03
MAVI-INO16  0.2639 + 0.02 0.3572 +0.10 0.2842 + 0.13
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MAVI-INO17  0.1583 + 0.03 0.1758 + 0.02 0.1672 + 0.04

MAVI-INO18 0.3872 +0.05 0.4209 + 0.04 0.3703 + 0.07

MAVI-INO19  0.2471+0.11 0.2689 + 0.10 0.2068 + 0.08

MAVI-INO20  0.3107 + 0.04 0.3065 + 0.02 0.3004 + 0.03

ATCC 19119 0.1605 + 0.04 0.2333+0.12 0.2451 + 0.13

MAVI-IV1 0.3090 + 0.10 0.2826 + 0.18 0.2605 + 0.14

MAVI-IV2 1.4665 + 0.07 1.6001 +0.02 1.7296 +0.14

MAVI-IV3 1.5138 +0.11 1.6664 + 0.10 1.6462 + 0.06

MAVI-IV4 1.3845 + 0.11 1.6200 +0.07 1.7122+0.11

Listeria ivanovii | MAVI-IV5S 1.2889 + 0.09 1.4265 +0.03 1.6001 + 0.18
MAVI-IV6 1.3015+0.12 1.4345+0.22 1.5057 +0.19

MAVI-IV7 1.3399 + 0.14 1.6027 +0.25 1.6605 + 0.25

MAVI-IV8 1.4336 + 0.19 1.6046 +0.10 1.7213 +0.08

MAVI-IV9 1.4166 + 0.19 1.5755+0.12 1.6476 + 0.09

MAVI-IV10 0.3090 + 0.22 0.2826 + 0.27 0.2605 + 0.53

ATCC 19115 0.2054 + 0.03 0.2725+ 0.05 0.2593 + 0.13

MAVI-LM1 0.3878 + 0.14 0.5290 + 0.26 0.2853 + 0.12

MAVI-LM2 0.5240 + 0.02 0.7247 +0.04 0.4799 + 0.11

MAVI-LM3 0.3770+0.12 0.3807 +0.21 0.3527 + 0.13

MAVI-LM4 0.4941 + 0.03 0.5806 + 0.05 0.4839 + 0.06

MAVI-LM5 1.2321 +0.20 1.3412+0.09 1.5297 +0.16

Listeria MAVI-LM6 1.3205+0.33 1.5340+0.31 1.4651 +0.28
monocytogenes | MAVI-LM7 1.1701 +0.28 1.1606 + 0.33 1.3792 + 0.42
MAVI-LM8 0.8616 + 0.38 1.0543 +0.40 1.1441 +0.48

MAVI-LM9 1.4216 + 0.18 1.6227 +0.13 1.7193 +0.31

MAVI-LM10 1.0871+0.28 1.1703+0.20 1.2751 + 0.37

MAVI-LM11 0.9939+0.42 0.9970+0.35 1.5608 + 0.48

MAVI-LM12 1.2415+0.34 1.5086 + 0.36 1.3858 + 0.31

MAVI-LM13 1.3065 +0.42 1.4163 +0.43 1.3759 + 0.45
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MAVI-LM14
MAVI-LM15
MAVI-LM16
MAVI-LM17
MAVI-LM18
MAVI-LM19
MAVI-LM20
MAVI-LM25
MAVI-LM29
MAVI-LM32
MAVI-LM33
MAVI-LM34
MAVI-LM35
MAVI-LM36
MAVI-LM37
MAVI-LM38
MAVI-LM39
MAVI-LM40
MAVI-LM41
MAVI-LM42
MAVI-LM43
MAVI-LM44
MAVI-LM45
MAVI-LM46
MAVI-LM47
MAVI-LM48
MAVI-LM49
MAVI-LMS50
MAVI-LM51

1.0582 + 0.35
0.8687 + 0.39
0.5625 + 0.22
0.4804 + 0.15
0.7174 + 0.39
0.7361 + 0.31
0.5899 + 0.03
0.5603 + 0.03
0.3142 + 0.13
0.3126 + 0.13
0.2402 + 0.01
0.5386 + 0.04
1.5066 + 0.08
1.4310 + 0.09
1.4898 + 0.05
1.4963 + 0.07
1.5276 + 0.04
1.4351 + 0.05
1.5046 + 0.05
1.4907 + 0.04
1.5376 + 0.06
1.5235 + 0.04
0.2624 + 0.20
0.3129 + 0.13
0.2429 + 0.07
0.2828 + 0.06
0.2461 + 0.11
0.2020 + 0.01
0.1699 + 0.01

1.2065 + 0.46
0.9145 + 0.48
0.5702 + 0.26
0.7714 + 0.47
0.9975 + 0.46
1.0448 + 0.41
1.0363 + 0.30
0.7150 + 0.13
0.2665 + 0.16
0.2944 + 0.19
0.2782 + 0.29
0.9230 + 0.26
1.5359 + 0.12
1.5644 + 0.08
1.5481 + 0.07
1.5844 + 0.06
1.5683 + 0.05
1.6083 + 0.07
1.5414 + 0.04
1.5591 + 0.05
1.4771 +0.20
1.4991 + 0.37
0.3039 + 0.28
0.2449 + 0.05
0.3309 + 0.37
0.4297 + 0.46
0.1861 + 0.06
0.2439 + 0.03
0.2009 + 0.02

1.5868 + 0.55
0.6268 + 0.31
0.2841 + 0.20
0.8708 + 0.45
1.1375+0.33
1.2957 + 0.41
1.1270 + 0.18
1.3207 + 0.32
0.3790 + 0.30
0.3412 + 0.25
0.4216 + 0.39
1.3062 + 0.34
1.6453 + 0.21
1.6273 + 0.10
1.6101 + 0.09
1.6692 + 0.08
1.7108 + 0.13
1.7237 + 0.08
1.5697 + 0.13
1.5579 + 0.19
1.6322 + 0.06
1.6772+0.11
0.2209 + 0.07
0.2563 + 0.03
0.2330 + 0.02
0.2491 + 0.03
0.2116 + 0.06
0.2689 + 0.07
0.2140 + 0.06
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MAVI-LM52
MAVI-LMS53
MAVI-LM54
MAVI-LMS55
MAVI-LM56
MAVI-LM57
MAVI-LM58
MAVI-LMS59
MAVI-LM60
MAVI-LM61
MAVI-LM62
MAVI-LM63
MAVI-LM64
MAVI-LM65
MAVI-LM66
MAVI-LM67
MAVI-LM68
MAVI-LM69
MAVI-LM70
MAVI-LM71
MAVI-LM72
MAVI-LM73
MAVI-LM74
MAVI-LM75
MAVI-LM76
MAVI-LM77
MAVI-LM78
MAVI-LM79
MAVI-LM80

0.2776 + 0.19
0.1569 + 0.01
0.1652 + 0.01
0.1555 +0.01
0.1596 + 0.01
0.1642 + 0.01
0.1684 + 0.01
0.1713 + 0.01
0.1802 + 0.01
0.1674 + 0.01
0.2287 + 0.01
0.1653 + 0.01
0.1954 + 0.01
0.1899 + 0.01
0.1986 + 0.02
0.1982 + 0.03
0.1656 + 0.01
0.1951 + 0.01
0.3129 + 0.07
0.2174 + 0.02
0.2138 + 0.03
0.2130 + 0.03
0.3337 + 0.23
0.3502 + 0.28
0.2825 + 0.03
0.3016 + 0.14
0.2414 +0.14
0.3392 + 0.23
0.2297 + 0.02

0.3087 + 0.19
0.1903 + 0.02
0.2172 + 0.03
0.1987 + 0.03
0.2209 + 0.03
0.2024 + 0.02
0.2297 + 0.02
0.2146 + 0.02
0.1848 + 0.06
0.3004 + 0.26
0.3569 + 0.09
0.2158 + 0.02
0.2380 + 0.03
0.2356 + 0.04
0.2443 + 0.11
0.2102 + 0.01
0.2080 + 0.02
0.2432 + 0.01
0.2674 + 0.03
0.2405 + 0.03
0.2401 + 0.03
0.2274 +0.01
0.3246 + 0.25
0.2565 + 0.06
0.3200 + 0.23
0.4598 + 0.35
0.3534 + 0.29
0.3702 + 0.27
0.3691 + 0.35

0.3627 + 0.30
0.2112 + 0.05
0.3815 + 0.43
0.2618 + 0.20
0.2304 + 0.03
0.2262 + 0.04
0.2450 + 0.07
0.2183 + 0.03
0.2468 + 0.02
0.1683 + 0.04
0.3420 + 0.30
0.2258 + 0.02
0.2563 + 0.03
0.3606 + 0.41
0.2729 + 0.03
0.2569 + 0.04
0.2289 + 0.02
0.1930 + 0.03
0.3995 + 0.29
0.2374 + 0.02
0.2578 + 0.04
0.2220 + 0.06
0.5022 + 0.45
0.4486 + 0.25
0.4023 + 0.25
0.3755 + 0.39
0.3106 + 0.26
0.2711 + 0.05
0.4541 + 0.47
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MAVI-LM81 0.2055 + 0.18 0.1558 + 0.04 0.1597 + 0.03

MAVI-LM82 0.2819 + 0.23 0.2887 + 0.29 0.3729 + 0.40

MAVI-LM83 0.1755+0.02 0.2342 + 0.24 0.3654 + 0.43

MAVI-LM84 0.1831 +0.02 0.2143 +0.02 0.2049 + 0.03

ATCC 35967 0.2590 + 0.07 0.3416 +0.19 0.3561 + 0.26

. . MAVI-S1 1.3444 + 0.16 1.6053 + 0.03 1.6553 + 0.09
Listeria

seeligeri MAVI-S2 0.2323 +0.02 0.5237 + 0.43 0.1980 + 0.04

MAVI-S3 0.2567 + 0.05 0.1844 + 0.05 0.1435 + 0.05

ATCC 43550 0.1655+0.01 0.1652 +0.04 0.1744 + 0.06

MAVI-W1 0.4671 + 0.03 0.6248 + 0.10 0.5193 + 0.06

Listgria . MAVI-W2 1.3489 + 0.11 1.4322+0.26 1.5128 +0.26

welshimeri
MAVI-W3 0.3126 + 0.02 0.2621 + 0.02 0.2525 + 0.03
MAVI-W4 0.2432 + 0.03 0.2771 +0.04 0.2545 + 0.04
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Tabla A3. Valores de densidad 6ptica a 595 nm de cepas de Listeria spp. aisladas

de una planta procesadora de hortalizas congeladas.

Especie Cepa DO 595 nm
24 h 48 h 72h
ATCC 700545 0.1501 + 0.04  0.1416 + 0.02  0.1547 + 0.04
MAVI-G1  0.2376+0.04 0.2615+0.02  0.3363 + 0.07
MAVI-G2  0.3586+0.07 0.3221+0.18  0.2800 + 0.08
MAVI-G3  0.3369+0.09 0.2485+0.05  0.2677 +0.10
Listeria grayi MAVI-G4  0.3155+0.12 0.2652+0.05  0.2834 +0.13
MAVI-G5  0.3292+0.07 0.2870+0.04  0.2744 + 1.02
MAVI-G6  0.3985+0.11 0.3003+0.10  0.2364 + 0.04
MAVI-G7  0.3224+0.05 0.2873+0.07  0.2193 + 0.05
ATCC 330900  0.7157 + 0.14 0.6794+0.13  0.5699 + 0.26
MAVI-INO1  0.3629 +0.09 0.4055+0.12  0.4817 +0.12
MAVI-INO2  0.4141+0.12 0.3016+0.12  0.3162+0.15
MAVI-INO3  0.3636+0.10 0.3585+0.08  0.3706 + 0.29
MAVI-INO4  0.3475+0.05 0.3315+0.06  0.3458 + 0.20
MAVI-INO5  0.5067 + 0.11  0.6399 + 0.13  0.6943 + 0.37
MAVI-INO6  0.5091+0.08 0.8035+0.33  1.0059 + 0.19
MAVI-INO7  0.3357 +0.05 0.4762+0.11  0.6063 + 0.12
Listeriainnocta | - \iaviiNO8  0.2826+0.07  0.5092 +0.08  0.5304 + 0.10
MAVI-INO9  0.2824+0.10 0.4140+0.27  0.3752 + 0.23
MAVI-INO10  0.3200+0.19 0.4287 +0.23  0.5319 + 0.30
MAVI-INO11  0.3150+ 0.11 0.5491+0.09  0.6324 +0.17
MAVI-INO12  0.4332+0.13 05992 +0.12  0.7625 + 0.31
MAVI-INO13  0.5129+0.13 05237 +0.16  0.7294 + 0.38
MAVI-INO14  0.4099 + 0.10 0.5888 + 0.18  0.7528 + 0.63
MAVI-INO15  0.5444 +0.17 0.8450+0.43  0.8797 +0.29
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MAVI-INO16  0.5410+0.06 0.2161+0.08  0.2604 + 0.09

MAVI-INO17  0.5581+0.19 0.8496 +0.11  1.1108 + 0.22

MAVI-INO18  0.2488+0.08 0.4280+0.31  0.6636 + 0.54

MAVI-INO19  0.3085+0.06 0.4922 +0.18  0.7518 +0.35

MAVI-INO20  0.5072+0.10 0.6296 + 0.23  0.9348 + 0.43

ATCC 19119 0.3118+0.05 0.2785+0.05  0.2685 + 0.07

MAVI-IV1 1.0102 + 0.52  0.6766 +0.53  0.5075 + 0.32

MAVI-IV2 0.3573+0.11 0.4260+0.21  0.3000 + 0.09

MAVI-IV3 0.3625+0.11 0.3024 + 0.07  0.2578 + 0.07

MAVI-IV4 0.3903+0.11 0.2883+0.06  0.2501 + 0.05

Listeria ivanovii MAVI-IV5 0.4239 + 0.28  0.4022+0.33  0.2287 + 0.07

MAVI-IV6 0.3245+0.10 0.3171+0.06  0.2293 + 0.06

MAVI-IV7 0.3247 +0.08  0.3014+0.04  0.1922 + 0.05

MAVI-IV8 0.3443+0.08 0.3259 + 0.07  0.2234 + 0.07

MAVI-IV9 0.3769+0.11 0.4379+0.15  0.2560 + 0.10

MAVI-IVI0  0.3444 +0.08 0.3991+0.13  0.2488 + 0.07

ATCC 19115 0.9953+0.27 1.0658+0.33  0.6865 + 0.30

MAVI-LM1  0.6573+0.71 05999 + 0.62  0.5890 + 0.61

MAVI-LM2  0.2789+0.09 0.2583+0.05  0.3014 +0.19

MAVI-LM3 ~ 0.7457 +0.79 0.5794+0.64  0.6589 + 0.65

MAVI-LM4  0.3071+0.08 0.2892+0.08  0.2736 + 0.07

MAVI-LM5  0.2354+0.06 0.2327 + 0.04  0.2148 + 0.08

Listeria MAVI-LM6  0.2776 +0.10 0.2512+0.11  0.2436 + 0.15
monocytogenes

MAVI-LM7  0.3504 +0.05 0.2287 +0.08  0.2553 + 0.11

MAVI-LM8  0.2544+0.07 0.2974+0.10  0.2792 + 0.03

MAVI-LM9  0.2665+ 0.09 0.3827 +0.19  0.3497 + 0.13

MAVI-LM10  0.2662+0.05 0.3158+0.12  0.2664 + 0.04

MAVI-LM11 04594 +0.79 0.3722+0.13  0.2815 + 0.10

MAVI-LM12  0.2138+0.10 0.3028 +0.13  0.3207 + 0.12
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MAVI-LM13
MAVI-LM14
MAVI-LM15
MAVI-LM16
MAVI-LM17
MAVI-LM18
MAVI-LM19
MAVI-LM20
MAVI-LM25
MAVI-LM29
MAVI-LM32
MAVI-LM33
MAVI-LM34
MAVI-LM35
MAVI-LM36
MAVI-LM37
MAVI-LM38
MAVI-LM39
MAVI-LM40
MAVI-LM41
MAVI-LM42
MAVI-LM43
MAVI-LM44
MAVI-LM45
MAVI-LM46
MAVI-LM47
MAVI-LM48
MAVI-LM49
MAVI-LM50

0.2692 + 0.07
0.2454 + 0.08
0.4244 + 0.25
0.4166 + 0.32
0.5226 + 0.30
0.3517 + 0.27
0.2361 + 0.03
0.2234 + 0.02
0.4017 + 0.21
0.9099 + 0.34
0.9065 + 0.31
0.9857 + 0.32
0.3646 + 0.17
0.3185 + 0.06
0.3769 + 0.08
0.3121 + 0.08
0.3308 + 0.11
0.3380 + 0.08
0.3155 + 0.09
0.4213 + 0.15
0.3921 + 0.13
0.4066 + 0.10
0.5403 + 0.32
0.7869 + 0.32
0.6608 + 0.35
0.8595 + 0.26
0.7626 + 0.25
0.5587 + 0.28
0.9226 + 0.22

0.3001 + 0.14
0.5176 + 0.50
0.3765 + 0.16
0.4017 + 0.14
0.4287 + 0.14
0.4346 + 0.19
0.2867 + 0.06
0.4002 + 0.18
0.3688 + 0.14
0.8739 + 0.29
0.9302 + 0.28
1.0446 + 0.20
0.4527 + 0.17
0.5094 + 0.37
0.5183 + 0.16
0.4024 + 0.17
0.3340 + 0.05
0.3122 + 0.06
0.2861 + 0.05
0.4251 + 0.11
0.3218 + 0.07
0.3649 + 0.09
0.5324 + 0.21
0.8399 + 0.32
0.6851 + 0.40
0.8207 + 0.37
0.8547 + 0.44
0.7938 + 0.55
0.9038 + 0.14

0.3346 + 0.09
1.6374 + 1.61
0.3401 + 0.15
0.5473 + 0.21
0.6186 + 0.21
0.4312 + 0.12
0.3324 + 0.09
0.3576 + 0.13
0.2585 + 0.07
0.6891 + 0.31
0.8192 + 0.31
0.9949 + 0.15
0.3438 + 0.08
0.6695 + 0.40
0.5013 + 0.16
0.4362 + 0.16
0.4389 + 0.17
0.5433 + 0.31
0.4250 + 0.19
0.5130 + 0.28
0.4988 + 0.28
0.4609 + 0.16
0.6810 + 0.41
0.7233 + 0.29
0.6842 + 0.39
0.7564 + 0.18
0.7073 + 0.21
0.7458 + 0.56
1.1330 + 0.18
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MAVI-LM51
MAVI-LM52
MAVI-LMS53
MAVI-LM54
MAVI-LMS55
MAVI-LM56
MAVI-LMS57
MAVI-LMS58
MAVI-LM59
MAVI-LM60
MAVI-LM61
MAVI-LM62
MAVI-LM63
MAVI-LM64
MAVI-LM65
MAVI-LM66
MAVI-LM67
MAVI-LM68
MAVI-LM69
MAVI-LM70
MAVI-LM71
MAVI-LM72
MAVI-LM73
MAVI-LM74
MAVI-LM75
MAVI-LM76
MAVI-LM77
MAVI-LM78
MAVI-LM79

1.1210 + 0.16
0.9416 + 0.32
1.0680 + 0.20
1.0973 + 0.36
0.9928 + 0.15
1.0485 + 0.32
0.9434 + 0.24
1.2674 + 0.63
1.0953 + 0.25
1.0729 + 0.17
1.0985 + 0.19
0.4597 + 0.13
0.9466 + 0.26
0.7973 + 0.27
0.8059 + 0.30
0.8869 + 0.49
0.6860 + 0.20
0.8441 + 0.32
0.4638 + 0.18
0.4147 + 0.11
0.7418 + 0.23
0.9224 + 0.23
0.9748 + 0.21
0.4533 + 0.18
0.2734 + 0.17
0.3467 + 0.09
0.3498 + 0.12
0.4708 + 0.15
0.3789 + 0.05

0.9472 + 0.39
0.8715 + 0.30
0.9110+0.31
0.9255 + 0.17
0.9066 + 0.15
0.9722 + 0.26
0.8756 + 0.22
0.9755 + 0.27
0.9336 + 0.31
0.8447 + 0.52
1.0155 + 0.27
0.6412 +0.11
1.0765 £ 0.15
0.9678 + 0.16
0.9839 + 0.16
1.0339 + 0.33
0.9432 + 0.29
0.9314 + 0.18
0.4818 + 0.25
0.5124 + 0.17
0.7602 + 0.21
0.9047 +0.24
1.1326 + 0.29
0.3627 + 0.04
0.6344 + 0.35
0.2908 + 0.05
0.2908 + 0.06
0.5108 + 0.23
0.4044 + 0.17

1.4838 + 0.48
1.1348 + 0.55
1.1363 + 0.34
1.1556 + 0.44
1.1779 £ 0.22
1.1297 + 0.34
1.2347 + 0.46
1.1287 + 0.35
1.1299 + 0.24
1.0669 + 0.23
0.8358 + 0.37
0.4558 + 0.19
1.1467 + 0.48
0.8466 + 0.17
0.7809 + 0.20
1.0867 + 0.28
0.9372 +0.24
0.9664 + 0.26
0.4231 + 0.41
0.7431 + 0.83
0.5746 + 0.15
0.7707 + 0.17
1.0020 + 0.32
0.6530 + 0.51
0.6119 + 0.38
0.7390 + 1.26
0.3159 + 0.13
0.7004 + 0.40
0.3739 +0.14
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MAVI-LM80  0.2370+0.10 0.2882+0.32  0.2150 + 0.09

MAVI-LM81  0.2454+0.13  0.1890 + 0.04  0.1843 + 0.08

MAVI-LM82  0.2808 + 0.08 0.2342 +0.07  0.2169 + 0.08

MAVI-LM83  0.2402+0.05 0.1876 + 0.08  0.1889 + 0.05

MAVI-LM84  0.2889 +0.08 0.2085 + 0.08  0.1951 + 0.09

ATCC 35967 0.1919+0.05 0.1417 +0.02  0.1342 + 0.02

o MAVI-S1 0.3079 + 0.14  0.2921+0.06  0.2007 + 0.06

Listeria

seeligeri MAVI-S2 0.5995 + 0.11  0.3809+0.14  0.4147 + 0.24

MAVI-S3 0.2237+0.08 0.2812+0.09  0.3262 + 0.10

ATCC 43550 1.3280+0.20 1.4275+0.31  1.1594 + 0.46

MAVI-W1 0.3095 + 0.08 0.2704+0.03  0.2773 + 0.12

Listeria MAVI-W?2 0.3034+0.08 0.3257 +0.10  0.1818 + 0.05
welshimeri

MAVI-W3 0.1615 + 0.07 0.1506 +0.02  0.1743 + 0.05

MAVI-W4 0.7777+0.17 0.8173+0.23  1.0703 + 0.40
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Tabla A4. Analisis de varianza (ANOVA) para evaluacion de capacidad de

adhesion en cultivo mixto (4 h, 35 °C)

Ensayo de Factor Grados de Sumade F Radio Prob>F
Interaccion libertad  cuadrados
Cepa 1 0.0001 0.0019 0.9663
LM+G2 Cultivo 1 0.9408 13.3922 0.00641
Cultivo:Cepa 1 0.2465 3.5094 0.0979
Cepa 1 0.0108 0.5679 0.4727
LM+INO2 Cultivo 1 0.9520 50.0631 0.00011
Cultivo:Cepa 1 0.0021 0.1122 0.7463
Cepa 1 0.0008 0.0194 0.8927
LM+INO3 Cultivo 1 1.1907 27.6961 0.00081
Cultivo:Cepa 1 0.0192 0.4466 0.5228
Cepa 1 0.1850 2.0407 0.1910
LM+IV2 Cultivo 1 1.7252 19.0298 0.00241
Cultivo:Cepa 1 0.0690 0.7612 0.4084
Cepa 1 0.0033 0.0281 0.8711
LM+IV3 Cultivo 1 1.1163 9.3984 0.01541
Cultivo:Cepa 1 0.1925 1.6210 0.2387
Cepa 1 0.0027 0.0136 0.9102
LM+IV5 Cultivo 1 1.1041 5.5421 0.0464*
Cultivo:Cepa 1 >0.0001 0.0002 0.9900
Cepa 1 0.0385 0.6011 0.4604
LM+INOS Cultivo 1 0.1240 1.9350 0.2017
Cultivo:Cepa 1 1.1532 17.9906 0.0028%?
Cepa 1 0.0021 0.1295 0.7283
LM+INO6 Cultivo 1 0.0432 2.6222 0.1440
Cultivo:Cepa 1 0.1121 6.8063 0.0312%2
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Cepa 1 0.0444 0.6610 0.4397

LM+INO7 Cultivo 1 0.6302 9.3804 0.0155
Cultivo:Cepa 1 0.8694 12.9408 0.0070%2

Cepa 1 0.0052 0.2716 0.6164

LM+INO8 Cultivo 1 0.0520 2.7123 0.1382
Cultivo:Cepa 1 0.5504 20.7045 0.0007%2

Cepa 1 0.0033 0.0545 0.8213

LM+INO12 Cultivo 1 0.0147 0.2403 0.6371
Cultivo:Cepa 1 0.5125 8.3793 0.0201%2

Cepa 1 0.2976 3.3060 0.1065

LM+INO13 Cultivo 1 0.0850 0.9441 0.3597
Cultivo:Cepa 1 0.7450 8.2740 0.0206%2

Cepa 1 0.0147 0.2286 0.6453

LM+INO14 Cultivo 1 0.0120 0.1871 0.6767

Cultivo:Cepa 1 0.0936 1.4562 0.2620

1 significativo estadisticamente (p<0.05), 2 Interaccion entre factores significativa no se

analiza el efecto de los factores parentales. LM: L. monocytogenes ATCC 19115, G: L.

grayi, IV: L. ivanovii, INO: L. innocua
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Tabla A5. Analisis de varianza (ANOVA) para evaluacion de poblaciones en cultivo
mixto (10 dias, 35 °C)

Ensayo de Factor Grados de Sumade F Radio Prob>F
Interaccion libertad  cuadrados

Cepa 1 0.5252 4.2803 0.0551
LM+G2 Cultivo 1 0.3294 2.6848 0.1208
Cultivo:Cepa 1 0.0107 0.0879 0.7706
Cepa 1 0.3363 3.2539 0.0901
LM+INO2 Cultivo 1 1.3727 13.2795 0.0022*
Cultivo:Cepa 1 0.0337 0.3264 0.5757
Cepa 1 0.2627 3.9659 0.0638
LM+INO3 Cultivo 1 0.6136 9.2634 0.0077%
Cultivo:Cepa 1 0.1045 1.5778 0.2271
Cepa 1 0.2841 2.4263 0.1389
LM+IV2 Cultivo 1 0.0768 0.6560 0.4299
Cultivo:Cepa 1 0.1747 1.4922 0.2396
Cepa 1 0.3481 6.0495 0.0257*
LM+IV3 Cultivo 1 0.0539 0.9382 0.3472
Cultivo:Cepa 1 0.0025 0.0437 0.8371
Cepa 1 1.3330 8.4584 0.0103!
LM+IV5 Cultivo 1 0.2272 1.4416 0.2474
Cultivo:Cepa 1 0.1184 0.7515 0.3988
Cepa 1 1.5125 14.1193 0.0017*
LM+INO5 Cultivo 1 0.1008 0.9412 0.3464
Cultivo:Cepa 1 0.2880 2.6885 0.1206
Cepa 1 2.3736 25.9907 0.0001*
LM+INO6 Cultivo 1 2.1320 23.3457 0.0002*
Cultivo:Cepa 1 0.0661 0.7241 0.4074
LM+INO7 Cepa 1 2.3256 21.1627 0.0003
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Cultivo 1 1.6245 14.7826 0.0014
Cultivo:Cepa 1 0.5248 47763 0.044112
Cepa 1 1.3833 14.5818 0.0015%
LM+INO8 Cultivo 1 0.5445 5.7394 0.0292
Cultivo:Cepa 1 0.0180 0.1897 0.6690
Cepa 1 1.5848 24.1417 0.0002*
LM+INO12 Cultivo 1 0.0011 0.0171 0.8975
Cultivo:Cepa 1 0.0661 1.0073 0.3305
Cepa 1 0.4805 6.6741 0.0200*
LM+INO13 Cultivo 1 0.1620 2.2502 0.1531
Cultivo:Cepa 1 0.0064 0.0900 0.7680
Cepa 1 0.8528 42.5997 <0.0001
LM+INO14 Cultivo 1 1.8180 90.8114 <0.0001
Cultivo:Cepa 1 0.2486 12.4198 0.002812

1 significativo estadisticamente (p<0.05), 2 Interaccién entre factores significativa no se

analiza el efecto de los factores parentales. LM: L. monocytogenes ATCC 19115, G: L.

grayi, IV: L. ivanovii, INO: L. innocua
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Tabla A6. Analisis de varianza (ANOVA) para evaluacion de produccion de

biopolimeros en cultivo mixto (10 dias 35 °C)

Ensayo de Gradosde Sumade

F Radio Prob>F

Interaccion  libertad cuadrados
LM+G2 2 0.0010 0.0103 0.9898
LM+INO2 2 0.0499 1.2038 0.3338
LM+INOS3 2 0.2122 13.0914 0.0010*
LM+IV2 2 0.0757 0.9105 0.4284
LM+IV3 2 0.1473 4.2081 0.04121
LM+IV5 2 0.1047 2.6586 0.1107
LM+INO5 2 0.1978 12.2069 0.0013%
LM+INOG6 2 0.1279 7.4644 0.0078*
LM+INO7 2 0.1827 12.1164 0.0013*
LM+INOS8 2 0.1423 6.1277 0.0147%
LM+INO12 2 0.3202 51.9760 <0.0001*
LM+INO13 2 0.1332 6.9401 0.0099!
LM+INO14 2 0.0536 1.4942 0.2634

1 significativo estadisticamente (p<0.05) LM: L. monocytogenes ATCC 19115, G: L.

grayi, IV: L. ivanovii, INO: L. innocua
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Tabla A7. Ensayo preliminar de formacion de biopeliculas en cultivo mixto sobre

superficies de acero inoxidable.

Poblaciones

In6culo Transferencia
cepas U|:(|(_:(/)r?1|_) Tiempo  Log UFC Tiempo  Deteccién
BIETS /mL Dias bcrABC
Listeria 1 3.71 . o
monocytogenes 4 4.17
6.79
ATCC 19115 7 4.90 A o
10 4.60
1 3.85
Listeria innocua 7 NO
MAVI-INO2 6.12 : 55
) 7 5.50
10 Sl
10 5.07
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