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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) constituyen un problema a nivel
mundial. Una ETA muy importante por su alta tasa de mortalidad (20-30%) y sus grupos de
riesgo asociados (neonatos, ancianos, personas inmunocomprometidas, mujeres embarazadas)
es la listeriosis. Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular causante de esta
enfermedad. La caracteristica mas importante de esta bacteria es su gran capacidad de adaptarse
a estrés ambiental, lo que dificulta su control en distintos alimentos listos para el consumo y a
nivel industrial. En Ecuador, el impacto de la listeriosis es poco conocido, ya que no es una
enfermedad de notificacion obligatoria. En una investigacion previa (Espinosa et al., 2021), se
encontro el 14.23% de presencia de L. monocytogenes en quesos frescos, por lo que se decidio
ampliar el analisis e incluir distintos alimentos listos para el consumo que se expenden en los
mercados del DMQ. Se utilizé la técnica molecular de Reaccidn en cadena de la Polimerasa
(PCR) para identificar el serogrupo de 56 aislados de L. monocytogenes. Se encontré que 40
cepas (71.42%) pertenecian al serogrupo 1Vb,13 (23.21%) al I1b 'y 3 (5.35 %) al Ila.

Estos resultados demuestran que existe presencia de Listeria monocytogenes en alimentos
listos para el consumo que se expenden en mercados del DMQ siendo el serogrupo Vb el mas
comun. Anteriormente, ya se ha demostrado que este serogrupo es uno de los mas patégenos y
con mayor frecuencia en alimentos y en casos clinicos en el Ecuador y en otros paises. Los
resultados de esta investigacion sugieren la notificacion obligatoria de L. monocytogenes en el

Ecuador y demuestran la importancia de implementar medidas para prevenir la listeriosis.

Palabras clave: ETAs, listeriosis, Listeria monocytogenes, PCR, serogrupo IVb, notificacion

obligatoria



ABSTRACT

Foodborne diseases (FBDs) are a worldwide problem. A very important FBD due to its high
mortality rate (20-30%) and its associated risk groups (neonates, elderly, immunocompromised
persons, pregnant women) is listeriosis. Listeria monocytogenes is an intracellular pathogen
causing this disease. The most important characteristic of this bacterium is its great capacity to
adapt to environmental stress, which makes it difficult to control in different ready-to-eat foods
and at the industrial level. In Ecuador, the impact of listeriosis is little known, since it is not a
notifiable disease. In a previous investigation (Espinosa et al., 2021), 14,23% of L.
monocytogenes were present in fresh cheeses, so it was decided to expand the analysis to
include different ready-to-eat foods sold in the DMQ markets. The Polymerase Chain Reaction
(PCR) molecular technigque was used to identify the serogroup of 56 L. monocytogenes isolates.
It was found that 40 strains (71.42%) belonged to serogroup Vb, 13 (23.21%) to Ilb and 3
(5.35%) to lla.

These results demonstrate the presence of Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods sold
in DMQ markets, with serogroup IVb being the most common. Previously, it has been shown
that this serogroup is one of the most pathogenic and most frequent in food and in clinical cases
in Ecuador and in other countries. The results of this research suggest mandatory reporting of
L. monocytogenes in Ecuador and demonstrate the importance of implementing measures to

prevent listeriosis.

Key words: ETAs, listeriosis, Listeria monocytogenes, PCR, serogroup IVVb, mandatory.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) constituyen un problema a nivel
mundial. Se producen por la ingestion de alimentos o bebidas contaminados con
microorganismos patdgenos o sus toxinas que generan enfermedad en el consumidor
(Fernandez et al., 2021). Las principales causas de morbilidad y mortalidad asociadas a ETAs
en paises en desarrollo son las enfermedades gastrointestinales (Delgado et al., 2013). Por otro
lado, en paises desarrollados las ETAs disminuyen los niveles de productividad por gastos
médicos y servicios de salud (FAO, 2022). Existen alrededor de 250 agentes causantes de ETAS
entre los que se incluyen principalmente bacterias, ademas de virus, hongos, parasitos, priones,
sustancias quimicas y metales (Zufiga et al., 2017).

El incremento de las ETAS recae sobre cambios en los habitos alimentarios de la sociedad,
entre estos, el consumo de alimentos envasados, comida preparada fuera del hogar y comida
rapida (Fernandez et al., 2021). A pesar de los controles y medidas implementadas en la
industria alimentaria, se estima que cada afio aproximadamente 600 millones de personas
enferman por ingerir alimentos contaminados, casi 1 de cada 10 habitantes (OMS, 2020). Los
nifios menores de 5 afos representan un 40% de los casos de enfermedades de transmision
alimentaria y se registran 125 000 muertes al afio en este grupo de edad (OMS, 2015).

Dentro de las causas bacterianas de las ETAs, Listeria monocytogenes se encentra entre las
relacionadas con mayor mortalidad (Goulet et al., 2012). Esta bacteria pertenece al género
Listeria, donde se han reportado 20 especies y Unicamente dos son patdgenos de mamiferos
(Nwaiwo et al., 2020). L. ivanovii se encuentra principalmente asociado con enfermedades en
rumiantes y L. monocytogenes asociado con animales y humanos (Orsi et al., 2011) causante
de la listeriosis. Aungue es poco frecuente, genera gran preocupacion debido a su alta tasa de
mortalidad de 20% al 30% (Choi et al., 2018). En la mayoria de los casos clinicos se presenta

como bacteriemia, meningitis 0 meningoencefalitis. En infecciones asociadas al embarazo
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puede resultar en aborto espontaneo o sepsis neonatal en el 60% de los casos (Merel et al.,
2022) Segun el Centro para el Control de Enfermedades, en Estados Unidos aproximadamente
1600 personas enferman de listeriosis cada afio y 260 mueren a causa de la enfermedad. La
listeriosis es mas prevalente en grupos de riesgo que incluyen mujeres embarazadas, neonatos,
personas inmunocomprometidas y personas de la tercera edad (Rogalla y Bomar, 2023). Su
dosis infectiva minima es <100 UFC/g o mL de alimento (Mena, 2010).

Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular, bacilo grampositivo corto, anaerobio
facultativo, mévil y no formador de esporas (Murray et al, 2021). Es una bacteria ubicua en el
medio ambiente y puede sobrevivir en el suelo, agua, superficies, heces y distintos alimentos
(Rogalla y Bomar,2023). Es un microorganismo psicrotrofo que sobrevive al proceso de
acidificacion de las comidas y continGa su replicacion lentamente a bajas temperaturas,
pudiendo crecer incluso en alimentos adecuadamente refrigerados (Rodriguez et al., 2018) y
sobrevive a la congelacion (Elsayed et al., 2022). Puede generar biopeliculas en alimentos y en
superficies asociadas a plantas de produccion de alimentos (Overney et a., 2017), y se ha visto
que tiene la capacidad de desarrollar tolerancia a distintos desinfectantes en entornos
industriales (Finn et al., 2023). Crece a distintas temperaturas entre —0.4°C y 45°C, resiste
condiciones con un amplio rango de pH entre 4.4 y 9.4 y altas concentraciones de sal de hasta
el 20% (CDC,2022). Estas caracteristicas permiten que sobreviva en entornos asociados a
distintos alimentos listos para el consumo y dificulta su control a nivel industrial (Finn et al.,
2023).

L. monocytogenes es genéticamente diversa, y comprende 4 serogrupos moleculares (lla, 11b,
llc y IVb) que incluyen 14 serotipos dentro de cuatro linajes genéticos evolutivos 111111y IV
(Ulloa et al., 2019). Para cada serogrupo se incluye: lla (1/2a-3a), llc (1/2c-3c), 11b (1/2b — 3b
y 7) y IVb (4b, 4d y 4e) (Figueroa et al., 2023). Los serogrupos muestran una distribucion

variable en relacion con los alimentos y entornos de procesamiento, asi como en casos de
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listeriosis clinica humana y animal (Doumith et al, 20004). Unicamente 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b
se encuentran con mayor frecuencia en alimentos y aislados clinicos (Muchaamba et al., 2022).
El serotipo 4b se asocia con la mayor cantidad de casos de listeriosis humana (Finn et al., 2023).
En Ecuador, el impacto de la listeriosis es poco conocido. A pesar de la gravedad de los
sintomas no es una enfermedad de notificacion obligatoria. Entre algunas de las investigaciones
previas realizadas en el Ecuador se encontr6 que Mena evalué la presencia de L.
monocytogenes a nivel de tres mercados de Quito tomando en cuenta muestras de yogures y
salchichas en el que se encontré una contaminacion del 4% y 9%, respectivamente (Mena,
2010). Después, se demostré el 35.6% de prevalencia de L. monocytogenes en quesos
artesanales provenientes de tres haciendas de la provincia de Pichincha (Chiluisa y Valladares,
2017). Durante la evaluacién de muestras de quesos frescos artesanales en la ciudad de
Riobamba, se detecto la presencia de L. monocytogenes en el 100% de las muestras analizadas.
(Lopez et al., 2022). Se confirmé ademas, la presencia de L. monocytogenes en superficies
inertes en contacto con quesos frescos en Quito (Diaz, 2022) y una presencia del 16.3% para
productos cérnicos analizados en la ciudad de Quevedo (Meza-Bone et al., 2023). Finalmente,
se encontrd, en una de las investigaciones que incluye mayor territorio del Ecuador 18/24
provincias la presencia del 14.23% para L. monocytogenes en quesos frescos sin tratamiento
térmico (Espinosa et al., 2022). En dicha investigacion se identificdO por primera vez los
serogrupos asociados en los que el serogrupo 1Vb, que incluye el serotipo 4b se encontro en el
83.78% de aislados de muestras provenientes de quesos. Las investigaciones previas
demuestran la presencia de Listeria monocytogenes en alimentos que se distribuyen en el
Ecuador y de acuerdo con la literatura, se confirma que el serogrupo Vb es el mas frecuente.
Los vehiculos de Listeria son alimentos listos para el consumo, los cuales incluyen
principalmente, carnicos, verduras y productos lacteos (Espinosa et al., 2022). En una

entrevista realizada a distintos grupos de personas de Quito se menciona que “los mercados
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son los principales lugares de consumo alimenticio tipico” (Sigrist et al., 2022). Por esa razon,
los mercados nos permiten establecer una linea base sobre la dispersion de patdgenos
alimentarios hacia los consumidores. Dentro del Distrito Metropolitano de Quito existen
aproximadamente 54 mercados y ferias municipales. Estos mercados cuentan con un sistema
de comercializacion caracterizado principalmente por el comercio minorista y la venta de
comida fresca (Chejin et al., 2021). Los mercados de Quito son un principal punto para
comprender el dinamismo social y los habitos alimentarios de la cultura ecuatoriana (Chavarrea
etal., 2019).

Debido a las caracteristicas ambientales de este microorganismo y a la importancia de esta
enfermedad, especialmente para los grupos de riesgo. En este estudio se buscd determinar,
mediante la técnica molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa mdltiple, la distribucion
de serogrupos de L. monocytogenes en 56 aislados de alimentos listos para el consumo tomadas

previamente en mercados del Distrito Metropolitano de Quito.
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METODOLOGIA

2.1 Antecedentes

Como parte del proyecto de vinculacion con la sociedad “Identificacion de Salmonella y
Listeria monocytogenes aisladas en alimentos de ventas autdbnomas y mercados municipales en
el Distrito Metropolitano de Quito”, llevado a cabo por el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos del Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito se
obtuvieron 145 muestras de alimentos positivas para Listeria monocytogenes. Se analizé 871
muestras de distintos alimentos: aguas, ajies, carnicos, comida preparada, embutidos,
ensaladas, fruta, jugo, lacteos, salsas y vegetales de 20 mercados del Distrito Metropolitano de
Quito tomadas entre diciembre 2021 y abril 2023. Las 145 cepas fueron procesadas y
reportadas como positivas a partir de su analisis mediante el Sistema de Deteccién Molecular
(MDS) de la marca 3M. Las muestras positivas fueron inoculadas en medio selectivo Palcam
Listeria (BD™) a 37°C por 24 horas y se logr el aislamiento de una o varias morfologias
sugerentes de Listeria. Los aislados fueron almacenados a -80 °C en leche desnatada con 10%
de glicerol para su posterior analisis. A partir de ese estudio, esta investigacion se centra en el

analisis de 56 cepas de L. monocytogenes.

2.2 Reactivacion de cepas

Las 56 cepas aisladas y congeladas fueron reactivadas en agar nutritivo durante 24 horas a
37°C, seguido de un cultivo en agar selectivo Palcam Listeria (BDTM) bajo las mismas
condiciones. Las colonias seleccionadas como sugerentes del género Listeria presentaban un
color gris/verde con un halo marrén oscuro a negro (Benetti et al., 2012). Se realiz6 un
subcultivo en agar nutritivo para proceder con la extraccion del material genético.

2.3 Extraccion de material genético por técnica de ebullicion

A partir de cultivos axénicos en agar nutritivo se tomo entre 7 y 9 colonias aisladas y se

homogeneizo en 300 pl de agua destilada estéril en tubos de 1.5 ml. Las soluciones bacterianas
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fueron sometidas a ebullicion durante 20 minutos para lograr lisis celular y la obtencion del
material genético (Hassan et al., 2020 y Dashti et al., 2009). Los tubos fueron almacenados a -
20°C para su posterior analisis.

2.4 Confirmacion de Listeria monocytogenes por PCR en punto final

Para confirmar la especie L. monocytogenes se llevé a cabo una reaccién de amplificacion por
PCR en base al protocolo estandarizado por Tao et al., 2016. Se realizaron las siguientes
modificaciones para cada reaccion: 1x PCR buffer, 2.0 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.5 U Taq
polimerasa, 0.3 mM Lm13, 1 pul de ADN y agua libre de nucleasas estéril para PCR con un
volumen final de 10 ul por reaccion. El producto de amplificacion (583 pb) fue separado en un
gel de electroforesis de agarosa al 2% en un tampdn de TBE 1X y visualizado mediante un
fotodocumentador. Se utiliz6 ADN de la cepa de L. monocytogenes 4b ATCC 13932 como
control positivo y agua de PCR como control negativo. Los cebadores utilizados fueron: F
(5’GTTCGTCGGTCCGTGGTA3’) y R (STTGGCAAGCAAGCAGTTCAZ3’). El material
geneético de las cepas confirmadas para L. monocytogenes fue almacenado a -20°C para su

posterior analisis molecular.

2.5 ldentificacion de Serogrupos por PCR multiplex

Para determinar serogrupos de Listeria monocytogenes se llevo a cabo una reaccion de
amplificacion por PCR multiple en base al protocolo estandarizado por Doumith et al., 2004 y
Espinosa et al., 2022, donde se toman en cuenta los siguientes genes para la deteccién de cada
serogrupo Imo0737, Imo1118, ORF2819, ORF2110 y PRS con sus respectivos cebadores. En
base al contenido variable de genes se divide en los tres linajes principales I, 11 'y Ill de L.
monocytogenes que se clasifican en cinco grupos filogenéticos cada uno correlacionado con
ciertos serotipos: 1.1 (1/2a-3a), 1.2 (1/2c-3c), 11.1 (4b-4d-4e), 1.2 (1/2b-3b-7) y 111 (4a-4c). Para
la reaccion de amplificacion se realiz6 un cambio en la concentracion final (0.3 mM) de los

cinco conjuntos de cebadores manteniendo los demés reactivos de acuerdo con el protocolo
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original. La amplificacién por PCR se llevé a cabo siguiendo el programa de Doumith et al.,
2004 en un Termociclador Biorad Biosystems. El producto de amplificacion (10 pl de
reaccion) fue separado en un gel de electroforesis de agarosa al 2% en un tampén de TBE 1X
y visualizado mediante un fotodocumentador. Se utiliz6 la cepa de L. monocytogenes 4b
ATCC 13932 como control positivo y agua de PCR como control negativo. En la tabla 1
(Doumith et al., 2004) se puede observar los pares de primers que permitieron identificar los
serogrupos y los serotipos correspondientes a las cepas aisladas de L. monocytogenes. Ademas,
se utilizé un primer de control interno de amplificacion (prs) especifico del género Listeria.
La identificacion de los serogrupos es posible al diferenciar los tamafios de los productos
amplificados (471 pb y 597 pb para el serotipo 4b, 691 pb para el serotipo 1/2 a, 471 pb para
el serotipo 1/2 b, 691 pb y 906 pb para el serotipo 1/2c) (Doumith et al., 2004).

2.6 Medicién de pH en alimentos positivos para L. monocytogenes

Se realizd la medicion de la acidez o basicidad para los alimentos positivos para L.
monocytogenes. Se selecciono un alimento por cada clasificacion que anteriormente salid
positivo. Se utilizo tiras tornasol — Fix 2.0-9.0 de la marca Mancherey-Nagel. Cada tira fue
insertada dentro de la muestra acuosa durante 3 segundos. Se compar¢ el resultado de la tira
tornasol con el diagrama de color que se encuentra en la cubierta para obtener el valor

aproximado de pH.
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RESULTADOS

De las 149 muestras positivas para Listeria monocytogenes por analisis de MDS llevado a cabo
por el personal del Laboratorio de Microbiologia de alimentos de la Universidad San Francisco
de Quito, se pudo reactivar y aislar 86 cepas sugerentes del género Listeria. Mediante analisis
bacterioldgicos y moleculares se confirmaron 56 aislados de Listeria monocytogenes. Las 149
muestras positivas para L. monocytogenes representaron el 16.81% de presencia de esta
bacteria en alimentos que se expenden en el DMQ. Los tipos de alimentos que incluyen a los
149 positivos de L. monocytogenes son: aguas, ajies, carnicos, comida preparada, embutidos,
ensaladas, frutas, jugos, lacteos, salsas y vegetales.

En el presente estudio se identificaron 40 cepas (71.42%) que pertenecian al serogrupo 1\Vb
(serotipos 4b, 4d, 4e), 13 cepas (23.21%) al serogrupo Ilb (1/2b, 3b, 7) y 3 cepas (5.35 %) al
serogrupo lla (1/2a, 3a). La tabla 2 muestra la distribucion de serogrupos para los 56 aislados.
Se excluyeron las categorias de comida preparada y lacteos que fueron alimentos en los que no
se pudo aislar o reactivar a L. monocytogenes. Entre los alimentos con mayor relevancia se
encuentran las ensaladas en la que la presencia del serogrupo 1VVb (4b-4d-4e) estuvo presente
en un 76.19%. Para el aji se obtuvo una mayor variabilidad de los serogrupos presentes. Se
observo que el 55.55% correspondia al serogrupo 1Vb, el 27.77% al serogrupo l1b y 16.66% al
serogrupo lla. Nuevamente, el serogrupo 1VVb que incluye el serotipo 4b es el méas frecuente.
La figura 1 muestra un ejemplo del resultado de las amplificaciones de la PCR multiplex
obtenidas en condiciones previamente mencionadas. Todos los aislados amplificaron el gen
prs (370 pb) del control interno. Los resultados resumidos se encuentran en la Tabla 2 que
muestran que los 56 aislados presentaron serogrupos 1/2a, 1/2b, 3a, 3b, 4d, 4b, 4e y 7. Para la
cantidad total de alimentos aislados se observé de igual manera, que el serogrupo que incluye
el serotipo 4b se encuentra en mayor cantidad con un 74,51% en muestras de alimentos que se

expenden en el DMQ.
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En cuanto al andlisis de acidez y basicidad de las distintas categorias de los alimentos, se obtuvo
que para los ajies el pH puede variar entre 3.0 y 4.5 dependiendo de sus ingredientes. Por otro
lado, para la categoria de ensalada se tomo en cuenta la ensalada de col que incluye pimiento,
cebolla y zanahoria con un pH de 3.5. En general, las muestras positivas presentaron un pH
entre 3.5y 7: en embutidos (chorizo) 5.0, carnicos (librillo) 5.0, fruta (mango picado con limén)
3.5, jugos (mora y alfalfa) 4.5, vegetales (lechuga picada) 5.5, salsa (mayonesa) 3.5, aguas

(hielo) 7.0.
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DISCUSION

A partir de los aislados de L. monocytogenes de origen alimentario que se analizaron en este
estudio, se logro identificar 3 serogrupos. Los serogrupos 1Vb (71.42%) y 11b (23.21%) fueron
los serogrupos mas frecuentemente encontrados, seguidos de lla (5.53%). Los perfiles de la
PCR multiplex utilizada para este estudio no distinguen dentro de la especie L. monocytogenes
los 14 serotipos especificos (Doumith,2004 y Ying,2023). Debido a la frecuencia en que los
serotipos 3a, 3b, 3c, 4a, 4c, 4e, 4d, y 7 se han aislado a partir de alimentos se presume que los
serotipos asociados a los serogrupos identificados en estos productos corresponden a 1/22, 1/2b
y 4b. Varias publicaciones han demostrado que estos serotipos estan asociados con el 95% de
casos clinicos y productos alimentarios (Hajilouka et al, 2014 y Pontello et al., 2012).

En un estudio previo sobre serogrupos realizado en el Ecuador se obtuvo la presencia del
83,78% para el serogrupo IVby 8,11% para llay Ilb en distintas muestras de quesos artesanales
(Espinoza et al., 2022). En Chile, encontraron una distribucion similar siendo el serotipo 4b
(46%) el més prevalente en hortalizas, longanizas y leche cruda (Montero et al., 2013). En
Colombia, se encontrd que los serotipos méas prevalentes fueron de igual manera 4b (57,6%),
1/2b (10,8%) y 1/2a (9,5%) con un predominio de cepas pertenecientes a 4b con una relacion
de 5 a 1 respecto a los demas aislados (Mufioz et al., 2012). Segun distintos estudios
epidemioldgicos realizados en varios paises de Latinoamérica, se ha observado que los
serotipos 4b y 1/2b de L. monocytogenes son consistentemente los méas prevalentes
(Rodriguez,2018). Estos hallazgos indican que, existe una mayor incidencia de cepas asociadas
con estos serotipos y el presente estudio concuerda con dichos datos preliminares.

Si tomamos en cuenta paises de Europa y Asia la presencia de L. monocytogenes es diferente.
En Japdn los serotipos mas comunes aislados de alimentos listos para el consumo fueron 1/2a
(47,6%), 1/2b (20,6%) y 4b (14,3%) (Shimojima et al., 2016). En Polonia, 1/2a (54,5%), 1/2c

(25,5%)1/2b (12,5%) y 4b (7,6%) (Korsak et al., 2012). En Irlanda, descubrieron que el
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serotipo mas comun en diferentes alimentos era 1/2a (57,4%), seguido del 4b (14,1%).
(O"Connor et al., 2010) y existen paises en los que actualmente la listeriosis genera un gran
problema de salud como Esparia en el que durante los afios 2019 y 2020 se han reportado mas
de 800 casos de listeriosis que siguen en aumento (RNVE, 2023). En todos los estudios
mencionados, se aislé L. monocytogenes a partir de muestras similares que incluyen
principalmente alimentos listos para el consumo. La variacion en la prevalencia de serotipos
de Listeria monocytogenes entre Latinoamérica y paises de Europa y Asia mencionados, puede
atribuirse a multiples factores, incluyendo diferencias en las préacticas agricolas, habitos
alimentarios y condiciones ambientales asi como también adaptabilidad bacteriana a las
diferentes condiciones de estos paises (Desai et al., 2019).

Se encontrd una alta presencia de Listeria monocytogenes serogrupo Vb presente en distintos
alimentos, entre los que se destacan las ensaladas de vegetales con un total de 21 aislados. Este
alimento presentd una presencia del 76,42% para dicho serogrupo. Entre las razones mas
importantes se define que L. monocytogenes es una bacteria ambiental que se encuentra muy
difundida en la tierra (Chowdhury y Anand, 2023). Tiene una gran capacidad de adherencia 'y
persistencia en distintas superficies durante meses o incluso afios (Overney et al., 2017). Por
lo que, los vegetales crudos son vehiculos potenciales de listeriosis humana (Betancourt et al.,
2010). Entre las fuentes de contaminacion asociadas a las ensaladas se encuentran: aguas
residuales, abono con heces de humanos o animales, lavado postcosecha con agua
contaminada, deficiente proteccion durante el transporte e inadecuada preparacién (Soberon et
al., 2017). Este tipo de alimento preparado es consumido a diario por el 95% de familias
ecuatorianas (Nirse,2021).

Por otro lado, las salsas de aji con 18 aislados son parte de los alimentos con mayor variabilidad
de serogrupos de L. monocytogenes entre los que se destaca de igual forma Vb (55,55%)

seguido de 11b (27,77%) y Ila (16,66). La variabilidad de serogrupos encontrados se atribuye a
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diversos factores que contribuyen a la complejidad de la contaminacion y la ecologia de la
bacteria (Gonzalez et al., 2018). Las salsas de aji activan sentidos, potencian sabores y se
combinan con productos nativos como chochos, el tomate de arbol, pepa de zambo y mani
principalmente (Gonzalez et al., 2018).

El resto de los aislados (17) corresponden a distintos alimentos que incluyen: aguas, carnicos,
embutidos, frutas, jugos, salsas y vegetales. En particular, la distribucién en estos alimentos
revela una predominancia del serogrupo 1\VVb con un 82,36% seguido por el serogrupo I1b con
un 17,64%. En estos alimentos se encuentran los carnicos, lacteos y vegetales asociados a un
alto riesgo por estar asociados a brotes de listeriosis (Bover et al., 2014)

Aunque la temperatura se considera cominmente como un factor eficaz para la eliminacion y
control de diversos patdgenos alimentarios, L. monocytogenes desafia este mecanismo gracias
a la regulacion de la movilidad en condiciones térmicas variables (Overney et al., 2017) Este
fendmeno esté vinculado a la regulacion de la sintesis del flagelo mediante tres genes clave:
MogR, DegU y GmaR (Vera et al., 2013). A temperatura fisioldgica (37 °C), la transcripcion
de genes relacionados con la movilidad, como MogR, experimenta represion. Sin embargo, a
<30°C DegU activa la expresion de GmaR, contrarrestando la represion de MogR. Este
intrincado sistema de regulacion permite que L. monocytogenes ajuste su movilidad segin las
condiciones térmicas (Grundling et al., 2004 y Vera et al., 2013). Cabe destacar que la mayoria
de los alimentos listos para el consumo normalmente no son sometidos nuevamente a un
tratamiento térmico, se mantienen en temperatura ambiente o bajo refrigeracion. Estas
condiciones generan un entorno propicio para la proliferacién de L.monocytogenes, resaltando
la importancia de los factores de virulencia en su replicacion.

El pH de los alimentos juega un papel crucial en la presencia y propagacion de L.
monocytogenes, destacandose como uno de los microorganismos con mayor presencia en

alimentos con pH bajo (Espinoza et al., 2022). El rango de pH aproximado de los alimentos en
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este estudio varia entre 3.0 a 7.0, siendo los ajies los mas acidos y las aguas los mas alcalinos.
Un factor de virulencia importante en estas condiciones es la listeriolisina O (Coelho et al.,
2019). La listeriolisina O es una toxina citolitica y hemolitica, reconocida como un factor de
virulencia esencial para la replicacion de L. monocytogenes en ambientes acidos (Bover et al.,
2014 y Oteo et al., 2019). Se conoce que esta toxina esta presente en todos los serogrupos de
Listeria monocytogenes, sin embargo, existen serogrupos como el llc que una vez que el
ambiente presenta condiciones extremas de salinidad o acidez disminuye la produccién de esta
toxina lo que impide su replicacion (Muchaamba et al., 2022). Para serogrupos como el 1Vb,
principal causante de casos de listeriosis este factor de virulencia es de gran importancia debido
a que la produccion de la toxina forma poros esenciales para el escape de L. monocytogenes de
la vacuola tras el proceso de internalizacion (Gedde et al., 2000). EIl serogrupo Vb esta
asociado a una mejor invasion y crecimiento intracelular en los macréfagos y células epiteliales
lo que contribuye a su replicacion e infeccion en las células (Bernal et al., 2014). Estos factores
asociados al serogrupo IVb explican que es un serogrupo potencialmente patégeno y esta
implicado en més del 95% de casos de listeriosis (Nguyen et al., 2019)

En relacién con la distribucion epidemioldgica y la estructura genética de las especies de L.
monocytogenes, se sugiere que los serogrupos Ila y llc exhiben una mayor heterogeneidad
genética y diferentes niveles de patogenicidad, mostrdndose menos virulentos para los
humanos (Muchaamba et al., 2022). Los resultados de este estudio coinciden con la literatura
existente, indicando que la presencia de distintos serogrupos puede estar vinculada a la
persistencia de cada cepa y a su capacidad para formar biopeliculas, asi como a su resistencia
a diversas condiciones ecoldgicas en los alimentos (Szymczak et al., 2020).

La escasa investigacion sobre la incidencia de L. monocytogenes, resalta la necesidad de

estudiar a fondo los serogrupos y sus factores de virulencia en los alimentos de Quito.
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CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que existe presencia de Listeria monocytogenes en mercados del
DMQ siendo el serogrupo IVb el més prevalente hasta el momento. Anteriormente, ya se ha
demostrado que este serogrupo es el méas frecuente en muestras de queso y en casos clinicos en
Ecuador (Mata, et al. 2021) y en otros paises (Muchaamba, et al. 2021). Los resultados de esta
investigacion muestran la importancia de hacer seguimiento de este patdgeno en nuestro pais.
Se recomienda que la listeriosis debe ser una enfermedad de notificacion obligatoria ya que, al
no serlo, genera estos vacios y dificulta su compresion.

Es importante mantener un control constante de L. monocytogenes en los alimentos listos para
el consumo disponibles en Quito, abarcando productos como aguas, ajies, carnicos, comidas
preparadas, embutidos, ensaladas, frutas, jugos, lacteos, salsas y vegetales. No obstante, es
esencial destacar la importancia de enfocarse especialmente en alimentos emblematicos de la
gastronomia ecuatoriana, como el aji y las ensaladas. Estos no solo son elementos arraigados
en la cultura culinaria, sino que también han sido identificados con una mayor presencia de L.
monocytogenes y una mayor variabilidad en sus serogrupos.

La identificacion temprana de la fuente de contaminacion es fundamental para rastrear el origen
y reducir la exposicion. Al hacer hincapié en alimentos especificos como el aji y las ensaladas,
se puede implementar una vigilancia mas focalizada y aplicar estrategias de control mas

efectivas para prevenir la listeriosis.
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TABLAS

Tabla 1

Set de primers utilizados para identificacion de serogrupos de L. monocytogenes.

tz(a;r(;r;t Secuencia del primer (5°-3") Ta(r;él)no Serotipos especificos

Imo0737 F: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691 L. monocytogenes serotipos
R : ACGATTTCTGCTTGCCATTC 1/2a,1/2c,3ay 3c

Imo1118 E éggg'?;g:éé é g}i_?;g.?_.ﬁ‘: 906 L. monocytogenes serotipos 1/2c 'y 3c

ORF2819 F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471 L. monocytogenes serotipos
R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG 1/2b,3b,4b,4d y 4e

ORF2110 F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 L. monocytogenes serotipos 4b, 4d y
R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC 4e

ors F:GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 370 Listeria spp

R:CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG '

Nota: La tabla muestra el set de primers con tamafio de secuencia correspondiente asociada al

serogrupo que permite identificar (Doumith et al., 2004)

Tabla 2

Distribucion de serogrupos de Listeria monocytogenes en alimentos que se expenden en
el Distrito Metropolitano de Quito.

Categoria del alimento (aislados)

Aguas Ajies Cérnicos Embutidos Ensalada Fruta Jugos Salsa Vegetales
Serogrupo @) (18) ) ) (1) 1) 1) O] (6)
lla
(/2 a-3a) 0 3 0 0 0 0 0 0 0
llb
(1/2 b-3b) 5 1 0 5 0 0 0 2
IVb 10 0 2 16 1 1 4 4
(4b -4d-4e)

Nota: La tabla muestra las categorias de alimentos que fueron analizados en paréntesis se
observan la cantidad de aislados por tipo de alimentos y ademés, los serogrupos

correspondientes a cada aislado. Junto al serogrupo se observan los serotipos correspondientes.


Elizabeth Sandoval
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FIGURAS

Figural

Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos de ADN generados por PCR multiplex

con cepas aisladas de L. monocytogenes.

Nota: Se observa un gel de agarosa con distintos patrones que corresponden a los serogrupos obtenidos.
El carril 1 a 6 que se lee de izquierda a derecha presenta lo siguiente: carril 1: (4b), carril 2:(1/2a), carril
3: (1/2Db), carril 4: (1/2a), carril 5: (Listeria spp) y una cepa de referencia de L. monocytogenes serogrupo

IVb utilizadas en el estudio Carril 6 y 7 como control positivo.
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