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RESUMEN

Listeria monocytogenes es el agente causal del cuadro clinico denominado
Listeriosis. Esta enfermedad puede manifestarse como una gastroenteritis febril que
generalmente es autolimitada, o bien, en su forma mas severa e invasiva que se
manifiesta como meningitis, meningoencefalitis e infecciones materno fetales.

La patogenicidad de Listeria monocytogenes se relaciona principalmente con
una isla de patogenicidad (LIPI-1) que contiene seis genes (prfA, hly, pIcA, plcB, mpl
y actA), que codifican para factores de virulencia implicados en la infeccion causada
por la bacteria a nivel celular. Sin embargo, se desconoce cual de estos factores
tiene mayor importancia o puede ser considerado de mayor riesgo en el desarrollo de
la enfermedad, ya que se ha observado que tanto cepas aisladas desde alimentos,
reservorios animales, ambientales y de casos clinicos, poseen todos los genes de
virulencia que conforman la isla.

Por otro lado, los datos epidemioldgicos indican que no todas las cepas de L.
monocytogenes tienen la misma capacidad de producir enfermedad, observandose
que en el 98% de los casos de listeriosis en humanos, los serotipos implicados son
s6lo 4 de los 13 descritos (1/2a, 1/2c, 1/2b y 4b). Asi mismo, en base a distintos

estudios genéticos y de subtipicacion existirian tres grandes linajes que agruparian a



las cepas de L. monocytogenes de acuerdo a sus serovariedades, pudiendo
establecerse también una relacion entre aquellas capaces de producir infeccion en
humanos y las que se aislan desde ambientes.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad genética de la isla de
patogenicidad (LIPI-1) en cepas de L. monocytogenes obtenidas desde alimentos y
desde casos clinicos. Se trabajé con 96 cepas aisladas previamente desde diferentes
alimentos (Fondecyt, 11075051) y con aislamientos clinicos obtenidos desde el
Instituto de Salud Publica y que fueron colectados entre los afios 2008 y 2009. Se
disefiaron partidores dirigidos a los extremos de la isla de patogenicidad para su
deteccion por PCR. Posteriormente, se realizé digestion del fragmento amplificado de
la Isla LIPI-1, utilizando las enzimas de restriccion Pvull y Haelll, y finalmente se
estudio la variabilidad genética entre las cepas de los distintos origenes, a través de
un analisis de similitud genética en base a la presencia o ausencia de los fragmentos
de restriccion obtenidos para cada cepa, los cuales fueron analizados con el
Software Treecon para la elaboracion de un dendrograma.

La amplificacién del fragmento de la isla de patogenicidad LIPI-1 se obtuvo en
96 cepas analizadas, de las cuales s6lo en 73 se logré obtener un perfil de restriccion
al realizar la digestion con Haelll y Pwvull. Se pudo inferir que existe variabilidad
genética de la isla LIPI-1, obteniéndose varios perfiles de restricci distintos, dentro de
los cuales se observan claramente 3 “cluster”.

Dentro del “cluster” | se incluyen 47 aislamientos de origen clinico y de alimentos,
correspondientes mayoritariamente al serotipo 4b y 1/2b (linaje genético Il), que se
relacionan genéticamente con sobre un 80% de similitud y donde puede observarse
un grupo clonal (100% similitud) formado por 32 aislamientos de alimentos y de
origen clinico relacionados con brotes de listeriosis ocurridos en Chile durante los
afios 2008 y 2009, y que mayoritariamente pertenecen al serotipo 4b. Los “cluster” Il
y lll agrupan a un menor numero de cepas también de ambos origenes, que
corresponden a los linajes genéticos | y I, respectivamente, en donde aparecen los
serotipos 1/2a y 1/2b que también son descritos como causantes de casos clinicos
en humanos, pero referidos mas bien a casos esporadicos y no a brotes epidémicos.
Por lo tanto, es posible que a través del analisis de variabilidad genética de la Isla
LIPI-1 se puedan establecer patrones de restriccion caracteristicos de cepas que
potencialmente pueden ocasionar listeriosis en humanos y pueden dar cuenta del

grado de virulencia de las mismas.



1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES GENERALES.

El género Listeria esta compuesto por pequefios bacilos Gram positivos de extremos
redondeados con 0,4-0,5 ym de diametro y 0,5-2 ym de longitud. No forman
capsulas ni esporas y son anaerobios facultativos. Gracias a unos pocos flagelos

periticos, son moviles a 20-25°C aunque no a 37°C (Swanson & Baer, 1995).

Son capaces de crecer en un amplio rango de temperaturas, entre 1 y 43°C, si bien
su temperatura éptima de crecimiento esta comprendida entre 30 y 37°C. Toleran
condiciones de acidez y de alcalinidad, siendo capaces de crecer entre pH 5,5y pH
9,6, aunque el crecimiento Optimo se produce a pH neutro o ligeramente alcalino
(Sun, et al., 1990).

L. monocytogenes se caracteriza por ser un microorganismo psicrétrofo y por lo
tanto, se desarrolla a temperaturas de refrigeracion y sobrevive a condiciones

ambientales adversas (Sun, et al., 1990).

Esta capacidad para crecer en un amplio rango de condiciones puede explicar que
las bacterias pertenecientes a este género estén ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Se han aislado tanto del suelo como de aguas residuales, de vegetales
en descomposicién, de heces animales, de salas de mataderos asi como de

alimentos frescos, ahumados y congelados (Sanchez-Campillo, et al., 1996).

De las seis especies que pertenecen al género Listeria, tres, L. monocytogenes, L.
seeligeri y L. ivanovii, son B-hemoliticas en agar con 5% vol/vol de sangre de caballo
o cordero. L. monocytogenes y L. seeligeri presentan un pequefo halo de hemdlisis
alrededor de las colonias que, en numerosas ocasiones, es dificil de observar de tal
forma que se hace necesario retirar la colonia para poder detectarlo (Cossart, 2002).
Por el contrario, L. ivanovii presenta un amplio doble halo de [B-hemdlisis. Para
diferenciar mas claramente entre estas especies se utiliza un test de potenciacion de
su actividad hemolitica con Staphylococcus aureus productor de p-hemolisina
(esfingomielinasa C) y Rhodococcus equi, denominado test de CAMP (Collins, et al.,
1991).

La primera descripcion de L. monocytogenes data de 1926 y se debe a un brote
espontaneo de infeccion septicémica ocurrida en 1924 entre animales de laboratorio
en la Universidad de Cambridge (Reino Unido). El proceso se caracterizaba por una
leucocitosis mononuclear y lesiones necréticas en el higado, por lo que se propuso el
nombre de Bacterium monocytogenes para el microorganismo responsable. En 1927,
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Pirie, estudiando la “Tiger river disease” del gerbo en Africa del Sur, que cursaba con

focos hepaticos de necrosis, aislé una bacteria a la que llamé Listerella hepatolytica.

Desde la publicacion de la clasica revision titulada “Listeria monocytogenes and
listerial infections” en la que se resumia el escaso conocimiento acumulado acerca
de este grupo de bacterias en la década del 60, se produjo un aumento en el interés
por este patdégeno, especialmente con motivo de la aparicién, a partir de los anos
ochenta, de importantes brotes de listeriosis humana que, aunque de reducida
morbilidad, producian una elevada mortalidad (Gregory, et al., 1996). Fue
precisamente a raiz de estos brotes cuando se pudo demostrar por primera vez, sin
ambigliedad, una asociacion entre la infeccion humana y el consumo de alimentos

contaminados con L. monocytogenes (Skalka, et al., 1982).

Actualmente la listeriosis es una de las infecciones de origen alimentario que causan
mas preocupacion tanto a las administraciones de la Salud Publica como a la
industria alimentaria, por el incremento en la incidencia y el gran impacto econémico
de brotes epidémicos asociados al consumo de alimentos contaminados con L.
monocytogenes. La emergencia de la listeriosis en la actualidad puede ser el

resultado de complejas interacciones entre diversos factores como:

(i) progresos meédicos que han producido un cambio demografico,
incrementando la proporcibn de poblacion de edad avanzada e
inmunocomprometida;

(ii) cambios en el sistema de produccion primaria de alimentos (produccion a
gran escala de materias primas, modificacion de las técnicas de procesado
de los alimentos, expansion de la industria alimentaria y desarrollo de
sistemas de almacenamiento en frio);

(i)  modificaciones en los habitos de alimentacion (incremento en la demanda
por parte de los consumidores de alimentos listos para comer,
precocinados, refrigerados o0 congelados pero con un minimo
requerimiento de tiempo de cocinado antes de su consumo);

(iv)  realizacion de la compra una vez a la semana.

(V) Variabilidad genética que hace que unas cepas puedan ser mas virulentas

o resistentes a condiciones adversas que otras.

Entre los afios 1991 y 2012 en nuestro pais fueron identificados un total de 25 casos,
en 23 de ellos (92%) se pudo acceder a la ficha clinica para un analisis mas
detallado. De los dos casos restantes, en uno se conté con una identificacion
demografica y ano de aislamiento y fue considerado en la distribucion de
aislamientos por ano para propoésitos epidemiologicos. En el caso restante, no se
obtuvieron datos. En la Figura 1 se presenta la distribucion de casos por afio. El 70%

de los casos se concentro entre los afios 2003 y 2012 (Sedano, et al., 2013).
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Figura 1: Distribucion anual de 24 casos de infecciones invasoras por L.

monocytogenes en el Hospital Militar de Santiago. 1991-2012

1.2. EPIDEMIOLOGIA

A pesar de presentarse con una baja frecuencia, en la actualidad la listeriosis es una
de las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs), mas letales conocidas
causando gran alarma a nivel mundial a productores de alimentos, consumidores y

autoridades sanitarias.

Esta preocupaciéon a través de los afios ha ido en aumento, ya que tanto
investigadores como autoridades de la salud han llegado a la conclusion que no es
posible su completa eliminacion a nivel de plantas procesadoras de alimentos
(Thimothe, et al., 2004), por lo cual deberan extremarse las medidas para su control

tanto a nivel industrial y comercial como también en el hogar.

Durante los ultimos diez afios, en EEUU y Europa han ocurrido brotes de ETA cuyo
origen han sido en su mayoria alimentos carnicos y lacteos. Estos eventos obligaron
a retirar del mercado un gran volumen de productos alimenticios, como medida
preventiva para proteger a la poblacién. En Chile sélo a partir del afio 2008 ha habido
informes de brotes de listeriosis transmitidas a través de los alimentos, si bien ya

habia sido diagnosticada su presencia en casos clinicos (MINSAL, 2009).

En la poblacidén existen grupos mas sensibles a contraer la listeriosis, por ejemplo las
mujeres embarazadas donde la enfermedad provoca abortos espontaneos,
nacimientos prematuros y mortinatalidad; los pacientes inmunodeprimidos por
tratamientos contra el cancer, trasplantados, enfermas de SIDA y ancianos; en
quienes se da un cuadro invasivo con infeccion sistémica, septicemia y encefalitis
(Rossi, et al., 2008).



En personas que no pertenecen a los grupos de riesgo o que consumen antiacidos
regularmente, una infeccion elevada de L. monocytogenes causa cuadros de
gastroenteritis febriles leves similares a una gripe. Estos sintomas también los
presentan las mujeres embarazadas al contraer la enfermedad. El numero de células
bacterianas que deben ingerirse para que se presente el cuadro aun no esta
claramente definido, pero se ha establecido que al consumir un alimento que
contenga menos de 100 UFC/g, no deberia presentarse el cuadro en individuos que
no pertenecen al grupo de riesgo. El periodo de incubacion para la presentacion de
los sintomas varia desde algunos dias hasta tres meses (Vivas, 1999; Mortarjemi,
2002).

Los antecedentes epidemioldgicos muestran que la enfermedad se presenta en
forma de casos esporadicos, asi como también de brotes de listeriosis invasiva, con
una frecuencia de 3 a 8 casos por 1.000.000 habitantes. Se le considera una ETA de
baja frecuencia pero de alta mortalidad, causando la muerte de un 20 a un 30% de

las personas infectadas (Mortarjemi, 2002).

En ocasiones, la frecuencia aumenta y en esos casos es generalmente atribuible a
algun alimento especifico. Esta es la situacion del brote ocurrido en Chile el afio
2008, que se debid al consumo de una determinada marca de queso blando y que
tuvo como consecuencias 124 personas afectadas, 5 de ellas con resultado de
muerte (MINSAL, 2009).

1.2.1. Serovariedades de L. monocytogenes

El género Listeria comprende 6 especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri,
L. innocua, L. welshimeriy L. grayi. Dos de ellas, L. monocytogenes y L. ivanovii son

potencialmente patégenas de animales incluido el hombre (Bell & Kyriakides, 1998).

De estas especies, todas las cepas de L. monocytogenes se consideran virulentas
para el hombre, aunque la virulencia es variable entre una cepa y otra. Se reconocen
13 serovares. En el 90% de los casos clinicos de listeriosis, los serotipos
involucrados son el 4b, 1/2b y 1/2a. Sin embargo, es el serovar 4b, quien causa el 50
% de estos casos alrededor del mundo, lo cual sugiere que las cepas del serotipo 4b,
estarian mas adaptadas que las cepas del serogrupo 1/2 a los tejidos de hospederos
mamiferos. Las cepas aisladas desde alimentos pertenecen a los grupos antigénicos
1/2a, 1/2b y 1/2c (Boerlin & Piffaretti, 1991).



1.3. FISIOPATOLOGIA DE LA INFECCION

1.3.1. Caracteristicas clinicas

La listeriosis puede presentarse principalmente en dos formas clinicas: la listeriosis
perinatal y listeriosis en el paciente adulto, donde los signos clinicos de la infeccion
son muy similares en todos los casos. A pesar que L. monocytogenes es un
patdgeno capaz de atravesar las barreras digestiva, placentaria y nerviosa, la forma
clinica predominante es una infeccién diseminada o local en el sistema nervioso
central (SNC) (Vazquez-Boland, et al., 2001)

1.3.2. Listeriosis neonatal

Esta forma se presenta por la invasion del feto via transplacentaria y puede
ocasionar aborto (generalmente a los 5 meses de gestacion), alumbramiento
prematuro o bien un recién nacido con una infeccion generalizada conocida como
granulomatosis infantiséptica, que se caracteriza por la presencia de microabscesos
pyogranulomatosos diseminados por todo el cuerpo del recién nacido. En la madre
esta infeccidn es generalmente asintomatica o puede presentarse como un sindrome
gripal leve (flu-like), con fatiga, dolor muscular y dolor de cabeza (Schuchat, et al.,
1991).

La listeriosis postnatal aunque es menos frecuente (10-15%), se presenta de 1-8
semanas post parto e incluye un sindrome febril acompafiado de meningitis y en
algunos casos gastroenteritis y neumonia. Esta forma de infeccién puede tener
secuelas importantes como hidrocefalia o retraso psicomotor (Vazquez-Boland, et al.,
2001).

1.3.3. Listeriosis en adultos

En esta forma de listeriosis la afectacion al SNC es la mas importante. Esta infeccion
generalmente se desarrolla como una meningoencefalitis acompafada de cambios
severos en la conciencia, desordenes motores y en algunos casos, paralisis de los
nervios craneales. Esta forma encefalica es bifasica, en la primera fase se presenta
un sindrome subfebril que dura de 3 a 10 dias, en el cual, se puede presentar dolor
de cabeza, vomito, desordenes visuales y malestar general. En la segunda fase se
dan signos severos de romboencefalitis (Schlech, et al., 1983; Vazquez-Boland, et
al., 2001).

La listeriosis puede también presentarse en forma de bacteremia o septicemia y en

otras formas clinicas atipicas de la infeccion como miocarditis, neumonia, pleuritis,
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hepatitis, colecistitis, peritonitis; siendo el sindrome gastroentérico febril la principal
manifestacion clinica de la infeccién, con sintomas como vémito, diarrea y fiebre
(Dalton, et al., 1997).

1.3.4. Patogénesis

Debido a que los alimentos contaminados son la principal fuente de infeccion, tanto
en epidemias como en casos esporadicos, se piensa que tras haber superado la
acidez del estbmago, el sitio primario de entrada del patégeno al huésped es el tracto
gastrointestinal. El curso clinico de la infeccion comienza alrededor de 20 horas

después de haber ingerido el alimento contaminado (Riedo, et al., 1994).

También se ha sugerido que la invasion del SNC puede producirse directamente a
partir de lesiones en la mucosa bucal, desde donde el microorganismo puede
acceder a las terminaciones de los nervios trigémino o facial, ascendiendo hasta

alcanzar el tronco del encéfalo.

L. monocytogenes es un patdgeno intracelular capaz de multiplicarse en varios tipos
de células (fagociticas y no fagociticas). Ademas, tiene la habilidad de atravesar la
barrera intestinal, placentaria y hematoencefalica durante su infeccion. Una vez que
ha atravesado la barrera intestinal, L. monocytogenes comienza su multiplicacion en
las células fagociticas adyacentes a las placas de Peyer para posteriormente
trasladarse mediante la via linfatica y circulacién sanguinea al higado y bazo, los
cuales constituyen los 6rganos blanco primarios de la infeccién (Schuchat, et al.,
1991; Vazquez-Boland, et al., 2001).

1.3.5. Patogenicidad y virulencia

Cuando se habla de bacterias patdogenas, se hace referencia a aquellas bacterias
que dafian las células y tejidos del organismo hospedero, con el cual han establecido
una relacion simbionte de parasitismo. Para la mayoria de las bacterias patdgenas, la
capacidad para generar dafo (patogenicidad), estda determinada por varias
caracteristicas estructurales y metabdlicas propias de cada especie o grupo
bacteriano, que en su conjunto reciben el nombre de factores de virulencia. Por
ejemplo, la capsula que poseen algunas bacterias, favorece la adhesién a epitelios y
es el punto inicial para colonizar un tejido e iniciar una infeccién, y por lo tanto, es

considerada un factor de virulencia.

Al igual que para la mayoria de las bacterias, la virulencia de L. monocytogenes es
multifactorial, ya que su capacidad para crecer intracelularmente esta determinada
por enzimas como catalasa y superoxido dismutasa; compuestos de fierro,

componentes estructurales de la superficie celular, produccion de hemolisinas y otros
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compuestos que inducen la actividad productora de monocitocis y promueven la

actividad inmunosupresora (Dussurget, et al., 2004).

1.4. GENERALIDADES DE LIPI-1Y DE SUS GENES CONSTITUYENTES

Se ha determinado que los factores de virulencia se encuentran codificados a nivel
cromosomal (Noriega R, et al., 2008; Barbuddhe & Chakraborty, 2009). Sin embargo,
Den Bakker, et al., (2012) presentaron el primer informe de un potencial plasmido de
virulencia en L. monocytogenes, en el cual se identificaron genes que codifican
proteinas de la familia de Inl. Al eliminar el plasmido no se detectaron diferencias,
entre la eficiencia en la invasion de células epiteliales, entre la cepa curada en

comparaciéon con la cepa silvestre.

En 1991, Farber & Peterkin, sefalaron la produccion de una hemolisina soluble por
L. monocytogenes. Desde entonces, diversas sustancias se han considerado como
factores de virulencia, entre los cuales destacan: internalinas, listeriolisina O,

fosfolipasas C, proteina Act A, entre otras.

Los genes que codifican los factores de virulencia de L. monocytogenes se agrupan
en una isla de patogenicidad llamada LIPI-1 (Figura 2). La isla contiene los 6
principales genes de virulencia, divididos en tres grupos: el monocistron hly, el
operon lecitinasa (mpl, actA y plcB) y el operon plcA-prf. EI gen hly codifica la
listeriolisina O, los genes plcA y plcB codifican las fosfolipasas C respectivas;
mientras que, los genes mpl, actA y prfA codifican para una metaloproteasa, proteina
que promueve la nucleacién de actina y regulador transcripcional, respectivamente.
LIPI-1 es controlado por el factor regulador positivo A (prfA) (Vazquez-Boland, et al.,
2001)

Listeria

XK >+>+> __________ <l

prs prfA pJ‘CA hly — mpl l erE orfA  Idh
orfZ

orfX

Figura 2: Organizacion transcripcional y fisica del grupo de genes de virulencia

(LIPI-1) de Listeria monocytogenes. Modificado de Vazquez-Boland, et al., (2001).

El monocistron hly, codifica para la listeriolisina O, esta hemolisina fue el primer y
mas importante factor de virulencia demostrado en la patogénesis de la infeccion por
Listeria (Tang, et al., 1996). Tiene actividades citotoxicas sobre las células fagociticas

a pH relativamente bajos, entre 4.5 a 6.5 y es inhibida por el colesterol (Tang, et al.,
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1996). Ademas, la listeriolisina O es capaz de modular la sefializacion de
internalizacion via calcio y expresiéon de citocinas en macrofagos (Tang, et al., 1996),
desgranular y formar leucotrienos en neutréfilos (Sibelius, et al.,, 1999), producir

apoptosis en células dendriticas (Guzman, et al., 1996).

La activacion del operdn de lecitinasa da como resultado la trascripcion de los genes
mpl, plcB y actA. ElI gen mpl, codifica para una metaloproteasa dependiente de zinc
involucrada en el procesamiento de las fosfolipasas. En el caso del gen plcB, este
codifica para una hemolisina con actividad de fosfolipasa C, al igual que el gen picA,
el cual no esta integrado en este operdn. plcB, codifica para una fosfolipasa con
actividad especifica sobre la fosfatidil colina, también conocida como lecitinasa,
mientras pl/cA codifica para una fosfolipasa con actividad especifica sobre el fosfatidil
inositol. Ambas hemolisinas ayudan a la liberacion de L. monocytogenes del
fagosoma mediante la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana fagosomal. El
ultimo gen de este operdn (actA), codifica para una proteina denominada ActA, la
cual, toma la actina del citoesqueleto de la célula huésped y lo polimeriza en colas de
fibras cortas de actina , ocasionando con esto, la movilidad de la bacteria en el

citoplasma célula y la invasion de las células adyacentes (Dussurget, et al., 2004).

Se han identificado diversos determinantes moleculares de virulencia que juegan un
papel en la infeccion celular por L. monocytogenes y el hecho de que todavia no sea
conocido su mecanismo de accion, hace de L. monocytogenes uno de los modelos
mas interesantes de interaccién patégeno-hospedador, tanto a nivel celular como

molecular. Estos determinantes de virulencia comprenden:

a) Internalinas; son proteinas de superficie cuya estructura molecular presenta
regiones LRR (repeticiones ricas en leucina) en su extremo N-terminal.
Interactuan con receptores celulares especificos (E-cadherinas) para facilitar su
ingreso o internalizacion a la célula huésped. Se han identificado 8 clases de
internalinas, pero las mejor caracterizadas son la internalina A y la internalina B.
La internalina A consta de 800 aminoacidos con 15 regiones LRR vy la internalina

B contiene 630 aminoacidos con 7 regiones LRR (Navarre & Schneewind, 1999).

La E-cadherina es una glucoproteina de adhesién intercelular dependiente de
calcio, se expresa en diversas células de mamiferos (enterocitos, hepatocitos,
células M, células dendriticas y células endoteliales) y constituye el receptor de la
internalina A. El receptor de internalina B no se ha identificado, pero se conoce
que contiene el sitio catalitico de una tirosinocinasa (Navarre & Schneewind,
1999).

b) Listeriolisina O: es una proteina de 52 KDa, integrante del grupo de toxinas

dependientes de colesterol (CDTx), las cuales tipicamente conservan el
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undecapéptido en su region C-terminal con un residuo de cisteina que le confiere
capacidad de formar puentes disulfuro con otras moléculas. La Listeriolisina O es
una hemolisina producida por L. monocytogenes que se correlaciona con su
patogenicidad (Gedde, et al., 2000).

La listeriolisina O se activa a pH acido (de 4,5 a 6,5) y baja concentracion de hierro. Esta

d)

hemolisina actua sobre el colesterol de la membrana vacuolar primaria,
provocando su ruptura y liberacion de listerias al citoplasma, ademas facilita la
accién de las fosfolipasas C en la digestion de la vacuola secuencia N-terminal de
29 aminoacidos, semejante a la secuencia PEST de las proteinas humanas, para

evitar el dafo ulterior de membranas (Gedde, et al., 2000).

Fosfolipasas C: son un grupo heterogéneo de enzimas que actuan sobre la
cabeza polar de los fosfolipidos, a nivel del enlace fosfodiéster formado entre el
1,2-diacil-glicerol y el grupo fosfatidil. En las cepas de Listeria y otros
microorganismos, son factores de virulencia que tienen accion directa sobre las
membranas y en forma indirecta, a través de sus productos metabdlicos, como
inductores de la polimerizacién actinica, segundos mensajeros e iniciadores de

eventos cataliticos (Gedde, et al., 2000).

Proteina Act A: es una proteina bacteriana de superficie, semejante a las
proteinas involucradas en la organizacién del citoesqueleto. En su forma madura
contiene 610 aminoacidos divididos en tres dominios: N-terminal (1-233), region
central rica en prolina (234-395aa) y C-terminal (396-610) (Goldberg, 2001).

La proteina Act-A induce la formacion de polimeros de actina (G-F) en el citoesqueleto

de la célula huésped. Las proteinas de union entre la actina de la célula huésped
y la proteina bacteriana Act-A son profilina, complejo Arp2/3 y proteina
estimulante de vasodilatacion (VASP). La polimerizacion de actina incluye los
pasos de nucleacion, elongacion e intercambio, y se desarrolla de manera
asimétrica, formando una “cola de cometa” que transporta las listerias mediante
propulsidon en direccion polar hacia una célula adyacente. Este particular
mecanismo de motilidad intracelular permite que las listerias migren y alcancen

las células adyacentes para diseminarse de célula en célula (Goldberg, 2001).

1.4.1. Ciclo Intracelular

El ciclo intracelular de L. monocytogenes comienza con la adherencia a la superficie

de la célula eucariota, seguida de la invasion de la bacteria dentro de la célula

huésped, con el fin de establecerse en el tejido y colonizarlo eficientemente, logrando

asi producir la enfermedad (Vazquez-Boland, et al., 2001).

1.4.2. Adherencia e invasividad
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L. monocytogenes es capaz de atravesar la barrera intestinal e invadir otros tejidos
mediante la induccion de su propia endocitosis. La adherencia de la bacteria a la
célula huésped, se lleva a cabo mediante el reconocimiento de diferentes receptores
celulares como son: los receptores de -D galactosa, receptores de las fracciones
C1Q, C3bi del complemento, y algunos componentes de la matriz extracelular
(Vazquez-Boland, et al., 2001). Ademas, 2 proteinas de 80 y 60 KDa denominadas
Internalina y proteina p60 respectivamente, parecen estar involucradas en la entrada

e invasividad del patdgeno a su célula huésped (Farber & Peterkin, 1991).
1.4.3. Crecimiento intracelular y propagacion celular

La virulencia de la cepa y la activacion de los macréfagos son factores determinantes
para la sobrevivencia de L. monocytogenes en la célula huésped (Figura 3). La
secrecion de la hemolisina, conocida como Listeriolisina O (LLO), como factor de
virulencia no es necesaria para el crecimiento dentro de los tejidos del huésped, sin
embargo, si permite el escape de la bacteria a través de la membrana del fagosoma,
permitiendo con ello el crecimiento y replicacion de L. monocytogenes en el

citoplasma celular (Vazquez-Boland, et al., 2001).

a. L. monocytogenes induce
su entrada a fagocitos.
b. La bacteria es internalizada . , .. .

en una vacuola (también /"\
conocida como fagosoma). é&
*

c, d. La membrana de la - %JQ
vacuola es lisada por la 35 am
secrecion de dos fosfolipasas, © e
PlcA y PIcB, y la toxina et

formadora de poros | STREST
listeriolisina O. La bacteria es " S
liberada en el citoplasma, 0.3 m

donde se multiplican y
comienzan a polimerizar colas
de actina,

e. La polimerizacién de actina
permite que las bacterias se
diseminen a células vecinas,
mediante la formaciéon de
protuberancias en la
membrana plasmatica. f. A la
entrada de las células
vecinas, la bacteria presenta
una vacuola con doble
membrana, de la cual puede
escapar para repetir el ciclo.
Se muestran, ademas, I .
micrografias electrénicas de | C—
los procesos descritos.

0.5 um

Figura 3: Ciclo de patogenicidad de Listeria monocytogenes. (Fuente:
Vazquez-Boland, et al., 2001).

Una vez en el citoplasma, L. monocytogenes comienza a desplazarse en el interior

de la célula mediante la polimerizaciéon de la actina celular en largos tallos que la
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impulsan incluso hacia células adyacentes (Figura 4.), evitando de esta manera el
contacto con efectores humorales del sistema inmunoldgico. Desde el momento en
que el patdégeno ha sido capaz de trasladarse a las células adyacentes, se vuelve a
activar la sintesis de la Listeriolisina junto con la sintesis de enzimas con actividad de
fosfolipasa C (PIcA y PIcB), que ayudan a L. monocytogenes a liberarse nuevamente
del fagosoma y de esta manera propagarse a través de todo el tejido (Figura 3.)
(Vazquez-Boland, et al., 2001).
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Figura 4: Ciclo de patogenicidad de Listeria monocytogenes. Proceso de invasion de

las células adyacentes. (Fuente: Vazquez-Boland, et al., 2001)

1.5. ENZIMAS DE RESTRICCION

Un enzima de restriccion (o endonucleasas de restriccién) es aquella que puede
reconocer una secuencia concreta de nucleétidos en una molécula de ADN y cortarla
en ese punto preciso, llamado sitio o diana de restriccion. En ocasiones, la enzima
reconoce una secuencia concreta, pero no corta en ese sitio, sino en otro mas
alejado. Los sitios de restriccion poseen entre 4 y 12 pares de bases, cuya secuencia
es reconocida por la enzima. Evidentemente, cuanto mas larga sea la secuencia de
reconocimiento, menos probable es que una molécula de ADN la posea. Por esta
razon, las enzimas que reconocen 4 nucleotidos del ADN cortan con mas frecuencia

que los que reconocen 6 u 8 nucledtidos, o mas.
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1.5.1. Enzimas de Restriccion Haelll y Pvull

Haelll

Haelll es una enzima de restriccion producida por Haemophilus aegyptius que posee
una diana de restriccion en el ADN de cadena doble dependiente de una secuencia
no metilada palindromica (se leen igual de izquierda a derecha que de derecha a
izquierda) Yy no escalonada, sobre la cual su actividad catalitica hidrolasa genera
extremos romos. La enzima rompe el ADN en la posicion donde se encuentra la
secuencia GGCC. El corte ocurre entre el segundo y el tercer nucleotido (G y C). Los
fragmentos de ADNT se conocen como fragmentos de restriccion. Haelll corta
ambas cadenas de ADN en la misma localizacién. La desnaturalizacion por calor

ocurre a los 80 C después de 20 minutos.

La diana de restriccién puede representarse segun el siguiente diagrama:

Sitio de reconocimiento Resultado del corte

5' GGCC 5 GG CC
3'CCGG 3'CC GG

Pvull
Pwvull es una enzima de restriccidon producida por Proteus vulgaris. No puede ser
desnaturalizado por calor. La secuencia blanco de restriccion puede representarse

segun el siguiente diagrama:

Sitio de reconocimiento Resultado del corte

5' CAGCTG 5' CAG CTG
3' GTCGAC 3'GTC GAC

1.6. VARIABILIDAD GENETICA.

L. monocytogenes se caracteriza por tener una alta heterogeneidad en la virulencia,
lo cual se ha identificado tanto en estudios in vivo como in vitro. Gran parte de las
cepas son naturalmente virulentas y capaces de producir alta mortalidad; en cambio
existen otras que son avirulentas e incapaces de establecer una infeccion dentro del
hospedero (Olier, et al., 2002). Las diferencias en la virulencia entre las cepas de L.
monocytogenes pueden deberse a polimorfismos en las secuencias nucleotidicas de
estos genes, debido a mutaciones puntuales y/o la presencia o ausencia de algun

gen de virulencia (Temoin, et al., 2008).
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LIPI-1 se encuentra insertada, establemente, en el cromosoma, en la misma posiciéon
en todas las especies. Tiene una composicion de ADN similar a la del genoma de
Listeria, no se han detectado elementos genéticos que favorezcan su movilidad
(integrasas, transposasas, secuencias de insercion), como asi también, factores de
integracion como repeticiones directas y ARN de transferencia (ARNt). Por lo tanto,
esta isla es conservada en L. monocytogenes puesto que es indispensable para la
colonizacion del hospedero (Schmidt & Hensel, 2004). Los genes inlA y inlB no se
encuentran codificados en LIPI-1, sino que se han asociado a operones
policistrénicos, las cuales también han sido identificados en otras especies de

Listeria.

Analisis filogenéticos basados en el RNA ribosomal 16S (RNAr 16S) y 23S (RNAr
23S) han revelado que el género Listeria comprende dos grupos evolutivos, uno
relativamente distante y que corresponde a L. grayi y el otro que incluye por un lado
L. monocytogenes (patdgena) y L. innocua (no patégena) y por el otro a L. ivanovii
(patégena), L. seeligeriy L. welshimeri (no patdgenas) (Figura 5) (Vazquez-Boland, et
al., 2001).

L. ivanovii desarrolla un ciclo de vida intracelular similar a L. monocytogenes ya que
lleva una copia de LIPI-1. Las estructuras genéticas de LIPI-1 de L. monocytogenes 'y
L. ivanovii son idénticas, pero las secuencias de ADN exhiben unicamente un 73 a un
78% de similaridad, un grado de divergencia compatible con la distancia genética

que separa ambas especies (Figura 5) (Vazquez-Boland, et al., 2001).

LIPI-1 no esta presente en el genoma de las especies no patogénicas del género
Listeria, a excepcidon de L. seeligeri en la cual hay una disrupcién de la
autoregulacion positiva en el proceso de activaciéon del LIPI-1 (Barbuddhe &
Chakraborty, 2009; Vazquez-Boland, et al., 2001).

El resultado de LIPI-1 en cada una de las dos lineas de descendencia es importante
en la diversificacion posterior del género; estabilizacion en L. monocytogenes y L.
ivanovii; delecion temprana en L. innocua y L. welshimeri e inactivacion funcional en

L. seeligeri (Vazquez-Boland, et al., 2001).

1.6.1. LINAJES GENETICOS

El anadlisis filogenético de multiples genes (Meinersmann, et al., 2004) permite
agrupar a las cepas de L. monocytogenes en tres grandes grupos genéticos
denominados linajes I, Il y lll (Meinersmann, et al., 2004; Nadon, et al., 2001;
Sauders, et al., 2006; Wiedmann, 2002). Los serotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d y 4e se
encuentran normalmente en el linaje |, y son aislamientos de epidemias de origen

alimentario en humanos y de casos esporadicos de listeriosis en animales y
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humanos, mientras que el linaje genético Il corresponde a los serotipos 1/2a, 3a, 1/2c
y 3c, aislamientos mayoritariamente de casos esporadicos de listeriosis en humanos
(Nadon, et al., 2001).

Esta clasificacion filogenética de linajes situa a los tres serotipos mayoritarios en dos
linajes diferentes: los serotipos 1/2b y 4b pertenecen mayoritariamente al linaje | y el
serotipo 1/2a al linaje Il. Se ha postulado que estos dos linajes representarian dos
subespecies de L. monocytogenes. El linaje lll, que incluye los serotipos 4a y 4c asi
como determinadas cepas de serotipo 4b (Liu, 2006), representa una unidad
taxonémica mas alejada y se ha postulado que podria representar una nueva
especie. Las cepas del linaje Ill suelen tener caracteristicas atipicas y son muy
escasas en los alimentos y en las muestras clinicas, aunque se aislan con cierta
frecuencia en animales (Roberts, et al., 2005). Los linajes predominantes, | y Il,
representan dos grupos evolutivos separados. Estudios realizados con cepas de L.
monocytogenes procedentes de casos clinicos de listeriosis animal han mostrado
que el linaje | es de naturaleza clonal, mas citopatogénico, y se asocia
predominantemente con casos de encefalitis, mientras que el linaje |l es mas diverso
desde el punto de vista genético y se asocia por igual con los distintos cuadros

clinicos del ganado (Pohl, et al., 2006).

Todos estos resultados de caracterizacion de amplias colecciones de cepas de L.
monocytogenes indican que existen distintos grupos de cepas genéticamente
homogéneos que podrian tener diferente potencial patogénico (Pohl, et al., 2006). Al
combinar el estudio de los subtipos moleculares con el estudio de la
citopatogenicidad de dos grandes grupos de cepas de origen humano y alimentario
(Gray, et al., 2004) se ha observado que los subtipos previamente relacionados con
brotes de listeriosis y los incluidos en el linaje | son mas frecuentes en las cepas de
origen humano y poseen mas capacidad citopatogénica. Estos subtipos podrian
formar un grupo clonal con mayor virulencia, lo que también favoreceria la hipotesis
de que las cepas humanas y alimentarias forman poblaciones diferentes (Chou &
Wang, 2006). Por otro lado, el linaje Il podria ser un subgrupo de L. monocytogenes
especialmente adaptado a las condiciones ambientales (Sauders, et al., 2006).
Existen subtipos moleculares en los alimentos que no aparecen en las muestras
clinicas, y algunas cepas clinicas no se encuentran en los alimentos (Gilbreth, et al.,
2005). No obstante, y dado que la listeriosis humana es una enfermedad de
transmision alimentaria, es l6gico que estas poblaciones se solapen y que en la
cadena de produccion de alimentos se encuentren algunos subtipos de L.
monocytogenes asociados a casos esporadicos o epidémicos de listeriosis humana
(Borucki, et al., 2004; Sauders, et al., 2004).
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Figura 5: Evolucion del grupo de genes de virulencia LIPI-1en el género Listeria. La
via evolutiva seguida por LIPI-1 después de su adquisicion por una linea de
descendencia del ancestro comun es indicada por flecha. Las lineas gruesas indican
la conservacion de una LIPI-1 funcional. Los circulos sélidos indican la pérdida de
LIPI-1, conduciendo a especies no patogénicas (L.innocua y L.welshimeri). El circulo
vacio indica la corrupcion de LIPI-1, que conduce a una version no funcional del
grupo de virulencia (cabeza de flecha vacia) en la especie no patogénica L.seeligeri,
L.innocua y L.welshimeri proviene de la excision de LIPI-1 en las vias evolutivas

correspondientes (Fuente: Modificado de Vazquez-Boland, et al., 2001)

1.7. L. monocytogenes EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

La presencia del patégeno en materias primas como leche, carne, pescado y
vegetales, refuerzan la necesidad de que las industrias procesadoras de estos
alimentos establezcan barreras que minimicen su ingreso a los lugares de proceso.
En particular en aquellos puntos donde el alimento no es sometido a un tratamiento
que permita la destruccion del patégeno.

Es por ello, que las industrias tienen, o deberian tener barreras sanitarias al ingreso
de las salas de proceso. Estas consisten en un riguroso control del uniforme del
personal, lavado de mano y reduccién del transito de personas que ingresan al lugar

donde se procesan alimentos.

Se ha determinado que L. monocytogenes ingresa a través de la vestimenta, el
calzado, las manos de los operarios, como también con los utensilios, el

equipamiento y los materiales utilizados (Jeong & Frank, 1994).

La contaminacion cruzada, es decir, el contacto de los alimentos listos para el

consumo con superficies o utensilios contaminados, es otra via de contaminacion.
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Uno de los problemas que enfrenta la industria es que los productos quimicos
utilizados para higienizar superficies como el acido peracético, amonios cuaternarios
y compuestos clorados no garantizan la eliminacion del patégeno o bien pierden su
efectividad en presencia de materia organica, como es el caso del cloro. Este
problema se ve agravado dado que L. monocytogenes forma biopeliculas en
superficies donde han quedado residuos organicos lo cual dificulta la accién de los

higienizantes (Lunden, 2004).

Los tratamientos con calor son los mas efectivos para eliminar a L. monocytogenes.
En leche mediante la pasteurizacién (71,7°C durante 15 s) se obtiene una reduccion
de 3 a 4 6rdenes de magnitud mientras que en carne a 70°C durante 2 min se logra

reducir en 6 ordenes de magnitud (Bell & Kyriakides, 1998).

En la actualidad se estudian tratamientos no térmicos para el control de L.
monocytogenes en alimentos. Entre estas técnicas esta el uso de bacteriofagos
especificos en contra de L. monocytogenes (Guenther, et al., 2009), el uso de
extracto de aceites vegetales como el romero, té verde u orégano (Theivendran, et
al., 2006) y la aplicacion de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas
(Izquierdo, et al., 2009).

El desafio para la industria alimentaria es mantener alejada a L. monocytogenes de
los lugares donde se procesan o almacenan alimentos para el consumo. Para ello
deben tenerse implementados rigurosos programas de limpieza y sanitizado y utilizar
higienizantes o biocontroladores capaces de eliminar al patdégeno, incluso cuando
éste forma biopeliculas. También se debe implementar el sistema HACCP (Sistema
de Analisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control), independiente del tamafno

de la empresa.
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2. HIPOTESIS

Cepas de Listeria monocytogenes aisladas de casos clinicos y de alimentos,

presentan diferencias genéticas en la isla de patogenicidad LIPI-1.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la variabilidad genética de la isla de patogenicidad (LIPI 1) en cepas Listeria

monocytogenes aisladas de alimentos y casos clinicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la variabilidad genética de la isla de patogenicidad LIPI-1 mediante

analisis de restriccion.

2. Establecer las relaciones de similitud genética entre las cepas aisladas mediante

analisis de agrupamiento.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. AISLAMIENTOS DE Listeria monocytogenes

Los aislados de Listeria monocytogenes analizados en este estudio, corresponden a
cepas obtenidas desde alimentos (63) consumidos en la Region Metropolitana
(Fondecyt, 11075051) y desde casos clinicos (40) (ISP). Todas las cepas fueron
mantenidas en leche descremada 20%. En el transcurso de la investigacion, debido a
no crecimiento, se eliminaron 7 cepas clinicas, quedando finalmente para el estudio

un total de 96 cepas.

4.1.1. Recuperacion de los aislados de Listeria monocytogenes

Con el fin de verificar la pureza de los aislados mantenidos en leche descremada,
cada cepa fue sembrada en caldo BHI (caldo cerebro corazén, 37 g/ 1L, Merck) e
incubada a 37°C (Estufa Binder). Después de 18 — 24 h de incubacién, cada cultivo
fue resembrado en Agar TSA/YE (40g TSA + 6g YEST/ 1L, Merck), mediante
agotamiento por estria en placa. Se incubo6 a 37°C por 18 — 24 h.

4.2. Cepas control

En este estudio se us6 como cepa control L. monocytogenes ATCC 13932.

4.3. Aspectos de Bioseguridad.

La presente tesis fue realizada en la Seccion Microbiologia del laboratorio Sanitario
Ambiental y Laboral de la SEREMI de SALUD de la Region Metropolitana. Este
Laboratorio cuenta con la infraestructura necesaria para el trabajo con patégenos
bacterianos, de acuerdo a las normas de seguridad exigidas por el Manual de
Normas de Bioseguridad editado por Conicyt (version 2008). Las bacterias del
género Listeria se consideran patégenos de alto riesgo y se ubican en el nivel de
bioseguridad 3. De acuerdo con esto, se cuenta con seis areas independientes de
trabajo: recepciéon de muestras, preparacion y siembra de muestras, sala de estufas,
sala de traspasos y lectura, sala de biologia molecular, sala de lavado, preparacion y
esterilizacion de material. Especificamente, el area de preparacion y siembra de
muestras, corresponde a una seccidn de contencidn que posee accesos de
seguridad y medidas para el control de acceso. Tanto en la sala de preparacion de
muestras como en la de biologia molecular, se cuenta con campanas de flujo laminar
y gabinetes de bioseguridad con filtros EPA y caracteristicas técnicas que garantizan
la bioseguridad del personal que las usa. Todo el material residual se autoclava en
recipientes especialmente destinados para tal efecto y el proceso se lleva a cabo en
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un equipo y en un sector de la sala de esterilizacion, especificamente destinado a la

descontaminacion de material.

4.4. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.4.1. PCR para confirmar aislamientos de Listeria monocytogenes

Para confirmar que las cepas mantenidas en freezer a -70°C estuvieran puras se

realizd una PCR multiple dirigida a amplificar 4 factores de virulencia especificos de

Listeria monocytogenes mas el gen prs, comun a todas las especies del género

Listeria.

Tabla 1: Secuencias, tamafo y origen de los de partidores utilizados en este estudio.

Partidor® | Secuencia 5’-3’ Gen/Proteina Tamaio
Inl 1A-F GGCTGGGCATAACCAAATTA inlA/Internalina A 629 pb
Inl 1A-R | CTTTTGTTGGTGCCGTAGGT

Inl 1B-F CCTAAACCTCCGACCAAACA inIB/InternalinaB 293 pb

In 1B-R | CCATTTCGCGCTTCTCTATC
prfA3-F AACGGGATAAAACCAAAACAA prfA/Regulador

prfA2-R CTATGTGCGATACCGCTTGA transcripcional S06 pb
Hly2-F TCTACCAATTGCGCAACAAA hly/Listeriolisina 852 pb
Hly2-R GCAGGAGGATTTTCTGCATT

prs/Proteina
Prs-F GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG | comun a todas las 370 pb
Prs-R CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG | especies de

Listeria sp.
islaF CGAAACTGCTGGTGCAACTA isla LIPI-1 9.9 kb
islaR TCGTTTGCAATCCCTTTTTC

* Partidores descritos por Bodero, (2010).

Extraccién ADN bacteriano

La extraccion del ADN gendmico se realiz6 a partir de las colonias aisladas segun se
especifica en el parrafo 4.1.1. Cada colonia fue resuspendida en 150 puL de agua
desionizada estéril hasta obtener una suspension ligeramente turbia. Se agitd en
vortex y luego las células fueron lisadas por ebullicion (100 °C durante 15 minutos),
de acuerdo al programa "ROTUB" del termociclador MJ Reasearch®. Después de
homogenizar con vortex se repitio el programa. Finalmente se centrifugé por 3
minutos a 12.000 rpm. El lisado obtenido se mantuvo a 4°C hasta su uso como ADN

blanco para PCR.
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Preparacion de la mezcla de PCR
Los volumenes de la mezcla para cada muestra de PCR se especifican en la Tabla 2.
Tabla 2: Mezcla de reacciéon de PCR

Reactivo 1x (ML)
Buffer 5X 5 Promega
MgCl, 25mM 1.5 Promega
DNTPs 10 mM 0.5
prs F 10mM 0.5
prs R 10mM 0.5
InlA1 F 10 mM 0.5
InNlIA1 R 10 mM 0.5
InMiB F 10 mM 0.5
InB1 R 10mM 0.5
prfA3 F 10 mM 1
prfA2 R 10 mM 1
hly2 F 10 mM 1
hly2 R 10 mM 1
Taq 0.1(*)
H,O 8.9
DNA 2
Total 25 pL

Reaccion de PCR
Para la realizacion de la PCR los tubos con la mezcla de reaccion fueron dispuestos

en el termociclador (MJ Reasearch®.) y se utilizé el programa " MULTILIS".

Ciclos del programa "MULTILIS"

Denaturacion inicial: 94 °C por 3 minutos

Denaturacion: 94°C por 1 minuto

Alineamiento: 57,3°C por 0,45 minutos } 35 ciclos
Extension: 72°C por 0,45 minutos

Extension final: 72°C por 7 minutos

Temperatura final: 4°C indefinido

Las muestras amplificadas se mantuvieron a 4°C hasta el momento de realizar la

electroforesis.

Electroforesis y visualizacion del amplificado

Los productos de PCR (10 ul por cada amplificado), fueron corridos en gel de
agarosa al 2% en Buffer TAE 1X. Junto con las muestras se us6 un marcador de
peso molecular de 100 pb. Las condiciones de electroforesis fueron 85 V y 500 mA
durante el tiempo necesario hasta que migrara a % del campo (aproximadamente 1

hora 30 minutos).
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Una vez completado el tiempo de electroforesis, el gel se tind en una solucion de
bromuro de etidio (0,5 upg/ml), por aproximadamente 5 minutos. Los fragmentos
amplificados fueron observados en un transiluminador (Vilbert Loumart®) y los
productos de amplificacion fueron identificados por comparacion con el marcador de
peso molecular y comparando con la cepa control positivo. Cada gel fue fotografiado

mediante sistema de captura de imagenes (Vilbert Loumart®).

4.4.2. Amplificacion de la isla de patogenicidad (LIPI-1)

Extraccion del ADN

Para la extraccion de ADN desde células de Listeria monocytogenes se utilizo el Kit
de extraccion Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega). La extraccion se
aplicé a un cultivo overnight crecido en caldo BHI, de cada una de las cepas a

analizar.

PCR
Para amplificar la isla de patogenicidad se utilizo la Polimerasa High Fidelity PCR
Enzyme Mix (Thermo Scientific), indicada para fragmentos sobre 5 Kb. Los

partidores usados se muestran en la Tabla 1 y el mix de cada reaccion en la Tabla 3.

Tabla 3: Volumenes de la mezcla

Reactivo 1x (pL)

Buffer HF 10X 2,5
MgCI2 25mM 1,5
DNTPs 10mM 0,5
Polimerasa HF 5U/ul 0,5
Partidor Isla F 0,3
Partidor Isla R 0,3
H,O 18,4
Total 24
DNA 1

Nota: el ADN blanco utilizado corresponde a una dilucion 1/10 del ADN extraido
segun kit Promega.

El programa utilizado para la amplificacion de la isla LIPI-1 comprende los siguientes

ciclos:
Denaturacion inicial:94 °C por 1-3 minutos + 1 ciclo
Denaturacion: 94°C 95°C por 30 segundos
Alineamiento: Tm-5 por 30 segundos 10 ciclos
Extension: 68°C por 1min/kb
Denaturacion 94°C por 30 segundos
Alineamiento Tm-5 por 30 segundos 15-25 ciclos
Extension 68°C por 1min/kb + x* seg/ciclo
Extension final: 68°C por 10 minutos >+ 1ciclo
Temperatura final: 4°C indefinido
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Electroforesis
Las muestras fueron cargadas en un gel de agarosa al 1% junto a un marcador de

peso molecular de 1Kb.

4.4.3. Restriccidon del fragmento amplificado de la Isla LIPI-1, utilizando las

enzimas Hae lll y Pvull.

Tabla 4: Reaccion de restriccion

Reactivo 1x (pL)
Buffer 10X Fast Digest 2
DNA 10
Fast Digest Pvu Il 1
Fast Digest Hae llI 1
H20 16
Total 30 pL

Para realizar la restriccion del fragmento amplificado de LIPI-1, se utilizaron tubos
que contenian 20 pl del MIX mas 10 pyl DNA de los amplificados de la isla LIPI-1 de
cada cepa. Esta mezcla se incubo por 24 horas a temperatura ambiente; luego para
observar los fragmentos de restriccion se utiliz6 un gel de agarosa al 2,5%.,
cargando 10 ul del producto de restriccion, 6 pL de ladder de 1 kb y se corri6 el gel a

75volt por aproximadamente 3 horas.
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5. RESULTADOS

5.1. CONFIRMACION DE CEPAS DE L. monocytogenes

Se realizdé una PCR para confirmar la pureza de las cepas de Listeria
monocytogenes previamente aisladas desde alimentos y de casos clinicos. Esta PCR
estuvo dirigida a cuatro de los principales factores de virulencia de la bacteria (hly,
inlA, prfA, inlB) y al gen prs, comun a todas las especies del género. Los tamafios de
amplificacion fueron 852, 629, 506, 370 y 293 pb, respectivamente. En esta etapa se
pudieron confirmar 96 de las 103 cepas seleccionadas inicialmente. Ademas, se
observa que en los carriles 3 al 5 la amplificacion de aislamientos de L.

monocytogenes obtenidos de alimentos y casos clinicos es negativa.
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Figura 6: Amplificacidon de factores de virulencia L. monocytogenes. Carriles 1 y 16:
DNA Ladder 100pb, carriles del 2, 6 al 13: aislamientos de L. monocytogenes
obtenidos de alimentos y casos clinicos con amplificacion positiva; carril 14: L.

monocytogenes ATCC 13932; carril 15: Control negativo de reaccion.

5.2. AMPLIFICACION DE LA ISLA LIPI-1
La amplificacidén de la isla de patogenicidad se realizé exitosamente en 73 de las 96
cepas analizadas, de las cuales 37 correspondieron a cepas aisladas desde

alimentos y 36 a cepas clinicas. El amplificado obtenido fue de un tamafo

aproximado de 9,9 kb.
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Figura 7: Amplificacion isla de patogenicidad de L. monocytogenes en cepas
aisladas desde alimentos y de casos clinicos. Carril 1: DNA Ladder 1 kb; carriles 2 'y
3: aislamientos de L. monocytogenes con amplificacién negativa; carriles 4 al 19:
aislamientos de L. monocytogenes con amplificacién positiva; carril 20: Listeria

monocytogenes ATCC 13932.
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5.3. RESTRICCION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION DE LA ISLA
LIPI-1 CON LAS ENZIMAS Haelll y Pvull

De las 73 cepas que amplificaron para el fragmento de la isla de patogenicidad
LIPI-1, en el total de ellas se logré6 obtener un perfil de restriccion al realizar la

digestion con Haelll y Pvull. Se observaron 9 perfiles de restriccion diferentes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1.000

[

Figura 8: Restricciéon del fragmento amplificado de la isla de patogenicidad de
Listeria monocytogenes con las enzimas Haelll y Pvull. Carril 1: Marcador de peso

molecular de 1Kb, Carriles 2 al 12: perfiles de restriccién obtenidos para diferentes
aislamientos de L. monocytogenes.
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5.4. ANALISIS DE SIMILITUD DE AISLAMIENTOS DE L. monocytogenes
OBTENIDOS DE ALIMENTOS

Se observaron varios perfiles de restriccidon distintos y los aislamientos se agruparon

en 3 clusters,

Dentro del “cluster” | se incluyen 47 aislamientos de origen clinico y de alimentos,
correspondientes mayoritariamente al serotipo 4b y 1/2b (linaje genético Il) que se
relacionan genéticamente con sobre un 80% de similitud y donde puede observarse
un grupo clonal (100% similitud) conformado por 32 aislamientos proveniente de
ambos origenes y principalmente de serotipo 4b, en donde se incluyen aislamientos
de alimentos y de origen clinico relacionados con brotes de listeriosis ocurridos en
Chile durante los afos 2008 y 2009.

Los “cluster” Il y lll agrupan a un menor numero de cepas también de ambos
origenes, que corresponden a los linajes genéticos | y Il, respectivamente, en donde
aparecen los serotipos 1/2a y 1/2b que también son descritos como causantes de
casos clinicos en humanos, pero referidos mas bien a casos esporadicos y no a
brotes epidémicos. Por lo tanto, es posible que a través del analisis de variabilidad
genético realizado a la Isla LIPI-1 se puedan establecer patrones de restriccion
caracteristicos de cepas que potencialmente pueden ocasionar listeriosis en

humanos y pueden dar cuenta del grado de virulencia de las mismas.
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5.4.1. DENDROGRAMA
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Figura 9: Arbol de similitud en relacion a los perfiles de restriccion (software

Treecon). Presenta la identificacion de los Linajes y la cantidad de cepas para cada

uno de ellos.
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5.4.2. DENDROGRAMA
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Figura 10: Arbol de similitud en relacion a los perfiles de restriccion (software

Treecon). Presenta la formacion de cluster con sus respectivos % de similitud.
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6. DISCUSION

En los ultimos afos se ha intensificado el estudio de L. monocytogenes como
patdégeno transmitido por alimentos, siendo una amenaza para la salud publica
debido a su alta tasa de mortalidad (Leite, et al., 2006).

El dilema que se plantea en la evaluacion y control de riesgos de la listeriosis
alimentaria es que aunque la contaminacion de determinados alimentos sea muy
frecuente, y por tanto, la exposicion muy amplia, la enfermedad se asocia con una
pequefia subpoblacion de esta especie bacteriana y tiene lugar en una pequena
proporcion de los individuos susceptibles. Tasas de prevalencia de L. monocytogenes
del 1 al 10%, y aun mayores, son frecuentes en algunos alimentos a pesar de ello, la
listeriosis sintomatica continua siendo una enfermedad poco observada (McLauchlin,
et al., 1990).

Los genes de virulencia que estan codificados en el cromosoma en la isla LIPI-1, ya
estan determinados en las especies de Listeria monocytogenes, y en general pueden
ser detectados tanto en cepas provenientes desde alimentos como de casos clinicos,
sin entregar mayor informacién respecto al potencial de virulencia de una cepa u
otra. En este trabajo se ha evidenciado que al amplificar la isla completa y
posteriormente realizar restriccion del fragmento, se pueden establecer patrones de
restriccion distintos, que dan cuenta de aislamientos que se agrupan por algunas
caracteristicas especificas, y que si podrian ayudar en la orientacion de cuales
aislamientos podrian ser potencialmente mas virulentos que otros. Se han obtenido
varios perfiles de restriccion distintos, dentro de los cuales se observan claramente 3
cluster (ver Figura 9 ). El cluster | incluye aislamientos de ambos origenes,
correspondientes mayoritariamente al serotipo 4b y 1/2b (linaje genético Il) que se
relacionan genéticamente con sobre un 80% de similitud, ademas existe un grupo
clonal (100% similitud) conformado por aislamientos de ambos origenes y
principalmente de serotipo 4b, que incluye cepas de origen clinico involucrados en
brotes de listeriosis ocurridos en Chile. Al realizar este método de analisis en un
grupo de aislamientos de L. monocytogenes, y obtener el perfil descrito para este
cluster, claramente se podria inferir que estos aislamientos corresponden a

potenciales cepas causantes de brotes.

El progreso en la genémica de L. monocytogenes y el conocimiento de su fisiologia
puede servir para identificar moléculas blanco para el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos en el tratamiento de listeriosis y otras infecciones bacterianas o
sustancias inhibidoras para el control selectivo de la supervivencia y crecimiento de

L. monocytogenes en los alimentos.
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El estudio de los serotipos y subtipos moleculares de las cepas de L. monocytogenes
responsables de los grandes brotes epidémicos de listeriosis ha sido el punto de
partida de la idea de la variabilidad de la virulencia, pues se ha demostrado con
diferentes técnicas que existe un numero muy pequefio de serotipos y de clones
implicados (Chen, et al., 2005).

Analizando la distribucién de los serotipos de L. monocytogenes en las muestras
clinicas y en los alimentos, se observa que de los 13 serotipos en que se clasifica L.
monocytogenes, tan solo tres (4b, 1/2a y 1/2b) representan por si solos la causa del
89 al 96% de los casos de listeriosis en todo el mundo, lo que sugiere que
determinadas cepas de L. monocytogenes tienen mas probabilidades de causar

enfermedad que otras (McLauchlin, et al., 1990).

El serotipo 4b es muy clonal y el numero de cepas diferentes asociadas a los brotes
en distintos paises y durante mas de 20 afos es muy pequeio; por ejemplo, una
cepa de serotipo 4b aislada en Austria después del afio 2000 resulto idéntica a otra
cepa también epidémica de Estados Unidos de 1985 (Grif, et al., 2006). Estas cepas
de serotipo 4b aisladas de la mayoria de los brotes epidémicos forman tres grupos
genéticos homogéneos estrechamente relacionados, que se han denominado “clones
epidémicos” (ILS| Research Foundation, 2005; Miettinen, et al., 1999).

En los alimentos no asociados con casos de listeriosis, por el contrario, predominan
los serotipos 1/2, mientras que el serotipo 4b es muy escaso. Las cepas de serotipo
4b podrian tener una menor capacidad para formar biopeliculas en las plantas de
procesado de alimentos en comparacion con las de los serotipos 1/2, lo que podria
explicar su escasez en ellos (Schmidt & Hensel, 2004). Por el contrario, la diferente
distribucion de los serotipos no esta relacionada, aparentemente, con la existencia de
alguna clase de ventaja del serotipo 1/2a frente al 4b en los medios de cultivo

selectivos empleados habitualmente (Kreft & Vazquez-Boland, 2001).

La alta mortalidad de la listeriosis, sumada a la creciente poblacién inmunosuprimida
y al incremento a nivel mundial de infecciones alimentarias, hace necesario estudiar
este tema en nuestro pais, conocer las cepas de L. monocytogenes que circulan en
nuestro medio, asi como implementar técnicas que permitan identificarlas y realizar
seguimiento epidemiolégico. Esta investigacion permite generar una posible
herramienta de busqueda de cepas de L. monocytogenes con potencial patogénico
basandose en el analisis de restriccion de enzimas aplicado en LIPI-1, lo que podria
contribuir en la busqueda de la profilaxis, tratamiento y control de la listeriosis en
Chile.
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7. CONCLUSIONES

1.- La restriccion del fragmento amplificado de la isla LIPI-1 de aislamientos de L.
moncoytogenes de origen clinico y de alimentos, entrego varios perfiles de restriccion

distintos.

2.- No existe un patréon especifico de restriccion que pueda asociarse sélo a cepas

clinicas o solo a cepas aisladas desde alimentos.

3.- Los patrones de restriccion se relacionan y concuerdan con lo descrito en

literatura para los linajes genéticos | y Il de Listeria monocytogenes.

4.- Se observan claramente 3 cluster genéticos, que se relacionan con sobre un 80%

de similitud.

5.- Dentro del cluster | se observd un grupo mayoritario conformado por 32
aislamientos, pertenecientes al serotipo 4b y linaje genético Il incluyendo cepas de

casos clinicos y alimentos involucrados en brotes de listeriosis.
6.- Los cluster Il y Il incluyeron aislamientos de alimentos y de casos clinicos de
serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b. Las cepas clinicas correspondieron a casos

esporadicos.

7.- Los perfiles de restriccidon observados entregan informacién en la diferenciacion

de cepas de Listeria monocytogenes que podrian producir listeriosis en humanos
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