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Resumen

Listeria monocytogenes es el agente causal de la enfermedad grave listeriosis.
Dado que la caracterizacion de cepas en circulacion es importante para las
investigaciones epidemiologicas, el objetivo de este trabajo consistio en
caracterizar seis aislamientos de L. monocytogenes identificados como L100A1 y
L101B2 provenientes de carne vacuna, L200 y L201 de carne de cerdo y P20 y
P24 de carne aviar. Se identificaron sus serotipos mediante métodos moleculares y
se estudié su capacidad de formar biofilms y la resistencia de los mismos frente al
acido lactico (1 % durante 5 min) mediante el ensayo en placas de microtitulacion a
37 °C y 20 °C. Ademas, se analizo la secuencia del gen de la Internalina A para
identificar la presencia de mutaciones de codén de terminacion prematura, factor
que puede disminuir su virulencia y favorecer su persistencia en el ambiente.
Durante el estudio se utilizaron como referencia las cepas ATCC® 19111, ATCC®
13932 y dos cepas donadas por el Instituto de Higiene (CC1/2b y CC1/2c). Se
determiné que los aislamientos L100A1, L200 y L201 pertenecen al serotipo 4b;
L101B2 y P24 pertenecen al serotipo 1/2a y P20 al 1/2b. Los aislamientos
estudiados pertenecen a los serotipos comunmente hallados en alimentos y casos
clinicos y presentaron diferente capacidad para formar biofilms. L101B2 y P20
formaron biofilm a 37 °C y 20°C, mientras que L200 y L201 formaron biofilm solo a
20 °C. El biofilm formado por la cepa L200 a 20°C fue el unico significativamente (p
< 0,05) sensible al acido lactico. La resistencia de los biofilms al acido lactico puede
ser preocupante ya que el acido lactico es utilizado actualmente como
antimicrobiano en la industria carnica. A su vez los seis aislamientos tienen la
secuencia completa de la Internalina A la cual se asocia con su potencial

patogénico.

Palabras clave; Listeria monocytogenes, internalina A, biopeliculas (biofilms).
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1. Introduccioén

La incidencia de enfermedades causadas por alimentos contaminados y su
mortalidad es una amenaza constante para la salud publica, estas se denominan
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs). De acuerdo a los datos
presentados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2015, se estima
que, a nivel mundial, anualmente, 600 millones de personas contraen ETAs y
420.000 son causa de muerte (Havelaar et al., 2015). Los peligros que originan una
ETA pueden ser de diversos tipos, sin embargo, este trabajo se centra sobre
Listeria monocytogenes, el agente bacteriano causante de la enfermedad grave

listeriosis humana.

1.1 Listeriosis humana

La listeriosis humana es una infeccion rara pero potencialmente muy grave
causada por Listeria monocytogenes. La infeccion esta asociada a una mortalidad
de hasta el 30 %, incluso cuando se administra un tratamiento antimicrobiano
adecuado. Adicionalmente, la listeriosis humana es una enfermedad
subdiagnosticada en sus etapas iniciales, dificultando la efectividad de los
tratamientos (Lecuit, 2007). de Noordhout et al., (2014) estimaron que la listeriosis
afectdé a 23.150 personas y caus6 5.463 muertes en 2010 a nivel mundial. En
Uruguay en el aino 2016 hubo un aumento de casos de listeriosis invasiva, y se

reportaron 13 casos, de los cuales 4 fueron letales (MSP, 2017)

La patogenicidad de L. monocytogenes, es decir, su capacidad para infectar el
huésped y causar enfermedad se debe a que puede adherirse, invadir y
multiplicarse dentro de células fagociticas y una amplia variedad de células no
fagociticas como los enterocitos, hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales y
células dendriticas (Gilot et al., 1999). Ademas, L. monocytogenes es capaz de
atravesar las tres barreras fisioldgicas presentes en los seres humanos: intestinal,
hematoencefalica y placentaria. Al ser ingerida por la via oral, atraviesa la barrera
intestinal y es traslocada al interior del 6rgano en pocos minutos, demostrando que
el cruce de la barrera intestinal ocurre en ausencia de replicacién intraepitelial. En

el epitelio intestinal, y particularmente en las células caliciformes, L.



monocytogenes es translocada directamente a la lamina propia, donde las
bacterias se diseminan sistémicamente a través de la linfa y la sangre, alcanzando
el bazo y el higado (Nikitas, 2011).

En el higado, L. monocytogenes es capaz de infectar los hepatocitos. Las
células de Kupffer, logran eliminar la mayoria de las bacterias por su actividad
fagocitica; desarrollan la inmunidad adaptativa induciendo Ila proliferacién
dependiente de antigenos de linfocitos T citotoxicos contra los hepatocitos
infectados e inducen la secrecion de citoquinas quimioatrayentes de neutréfilos
(Ebe etal., 1999). El pasaje de L. monocytogenes de hepatocito a hepatocito, a
través de un ciclo infeccioso intracelular que abordaremos mas adelante, genera un
foco de infeccion en el que la bacteria se disemina sin entrar en contacto con los

mecanismos de la inmunidad humoral (Edelson & Unanue, 2000).

La bacteria puede causar bacteriemia prolongada y asintomatica hasta atravesar
la barrera hematoencefalica y placentaria mediante mecanismos que aun no estan
completamente dilucidados. Al alcanzar el cerebro y la placenta, la infeccion puede
resultar en  meningitis o encefalitis principalmente en  pacientes
inmunocomprometidos, abortos en mujeres embarazadas o infecciones
generalizadas en recién nacidos, razon por la cual L. monocytogenes es

considerada una bacteria oportunista (Lecuit, 2007).

1.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es una especie del género Listeria, pertenece al reino
Bacteria, phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales, familia Listeriaceae.
Basandose en los resultados de la secuenciacion del gen que codifica para la
subunidad 16S del acido ribonucleico (ARN) ribosomal, Listeria spp. presentan

gran homologia con los géneros Bacillus y Staphylococcus (Vos et al., 2011).

Hasta el momento se han identificado 17 especies dentro del género Listeria: L.
monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii (con dos subespecies ivanovii y
londoniensis), L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L.

floridensis, L. weihenstephanensis, L. fleischmannii (con una subespecie



coloradonensis), L. aquatica, L. cornellensis, L. newyorkensis, L. booriae, L. riparia,
y L. grandensis (Orsi & Wiedmann, 2016). De ellas s6lo L. monocytogenes y L.
ivanovii son potencialmente patdégenas siendo L. monocytogenes un patdégeno
humano y animal y L. ivanovii patdbgena para animales, principalmente ovinos y
bovinos (Schmid et al., 2005).

L. monocytogenes es una bacteria ampliamente extendida en el medio ambiente
y uno de los principales patdgenos intracelulares transmitidos por los alimentos. Es
no esporulada, con forma de bacilos cortos Gram-positivos. Es anaerobia
facultativa, catalasa positiva, oxidasa negativa. Es un microorganismo psicrotrofo
con un crecimiento éptimo entre 30 y 37 °C y capaz de crecer entre -1.5y 45 °C, en
un rango de pH de 44 a 94 y en elevadas presiones osmadticas con
concentraciones de hasta 10 % NaCl, por lo que es halotolerante. Demuestra una
motilidad de volteretas caracteristica cuando el organismo es incubado entre los 20
a 25 °C debido a la presencia de flagelos polares anclados a la superficie celular
(Doyle et al., 2001; Farber & Peterkin, 1991; ICMSF, 1996; Nychas et al., 2008). Es
capaz de formar biofiims de multicapa pudiendo adherirse y permanecer en
superficies (Blackman & Frank, 1996).

Las cepas de L. monocytogenes se agrupan en 13 serotipos (1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7) y el serotipo 4h recientemente descrito por
Yin, 2019, de acuerdo a los antigenos somaticos basados, en parte, en la
sustitucion del acido teicoico por ribitol (factor O) y los antigenos de flagelos (factor
H) (Vos et al., 2011).

L. monocytogenes forma wuna poblacidon estructurada en cuatro linajes
divergentes basados en su variacién génica designados como |, II, lll y IV. Los
linajes de L. monocytogenes representan caracteristicas ecologicas, genéticas y
fenotipicas distintas, que parecen afectar su capacidad para transmitirse a través
de los alimentos y causar enfermedades humanas. El linaje | agrupa a los serotipos
1/2b, 3b, 4b, 4d, y 4e; el linaje Il contiene a los serotipos 1/2a, 1/2¢, 3ay 3c; y el
linaje Il incluye a los serotipos 4a y 4c. Este ultimo se subdivide en tres subgrupos,
el llIA (serotipos 4a y 4c), el llIC (serotipo 4c) y el llIB reconocido recientemente

como linaje IV que incluye el serotipo 7 y los serotipos atipicos 4a, 4b y 4c) (Ward



et al., 2008; Liu, 2013). El linaje Il suele tener serotipos de caracteristicas atipicas
y muy escasas en alimentos y muestras clinicas, aunque se han aislado con cierta
frecuencia en animales. En estudios filogenéticos recientes de L. monocytogenes,
se ha demostrado que el linaje 1V, conformado por los serotipos pertenecientes al
subgrupo IlIB, es genéticamente diferente al linaje Il y estd asociado con
aislamientos humanos, de animales y de alimentos (Orsi et al., 2011; Ward et al.,
2008).

Se ha determinado que todos los casos clinicos de listeriosis estan vinculados
con aislados pertenecientes al linaje | y I, entre ellos, sélo 4 serotipos (1/2a, 4b,
1/2b, 1/2c) son los responsables de mas del 98 % de los casos reportados de
listeriosis en humanos y son aproximadamente el 98 % de las cepas aisladas de
humanos y alimentos (Doumith et al., 2004; Jacquet et al., 2002). Adicionalmente,
las cepas de L. monocytogenes pertenecientes al serotipo 4b se asocian con el 50
% de los brotes de listeriosis, mientras que cepas del serotipo 1/2a son las mas
frecuentemente encontradas en alimentos (Burall et al., 2017; Maury et al., 2016).
Sumado a esto, Bosilevac et al., (2007) reportaron que un 5 % de las cepas de L.
monocytogenes aisladas de carne uruguaya pertenecian al serotipo 1/2a, un 38 %
al serotipo 4b, un 29 % al serotipo 1/2c y 28 % al serotipo 1/2b, lo que sugiere que

estos serotipos son frecuentes en el ambiente frigorifico nacional.

Listeria spp. se han aislado de una diversidad de fuentes ambientales, incluidos
suelo, vegetacién, agua, efluentes, una gran variedad de alimentos y las heces de
humanos y animales. Se cree que el habitat natural de estas bacterias es la
materia vegetal en descomposicion, en la que viven como saprofitos. Los rumiantes
domesticados cumplen un papel clave en el mantenimiento de Listeria spp. en el
medio rural a través de un continuo ciclo de enriquecimiento fecal-oral. En lo
animales, la mayor parte de las infecciones son subclinicas por lo que no presentan
enfermedad, pero puede producirse enfermedad invasiva esporadicamente o en
forma de brote (Dhama et al., 2015)(Barbuddhe & Chakraborty, 2009). En
consecuencia, la materia prima utilizada en la elaboracion de alimentos procesados
industrialmente y también las plantas de produccidon son susceptibles de

contaminacion tanto por L. monocytogenes como por sus otras especies.



La principal via de transmision en humanos es el consumo de alimentos
contaminados (Barbuddhe & Chakraborty, 2009). La contaminacién de estos
alimentos es posible debido a la gran capacidad del microorganismo de sobrevivir y
replicarse en diversos ambientes. La presencia de L. monocytogenes en la
industria es una gran preocupacion ya que es capaz de permanecer y multiplicarse
en ambientes extremos como los que a menudo se emplean para disminuir las
cargas microbianas en los alimentos y las instalaciones. Ademas, su habilidad para
adaptarse a diferentes condiciones de estrés dificulta ampliamente su control,
pudiendo volverse endémica en los entornos de produccion de alimentos (Pasquali
et al., 2018).

Datos epidemioldgicos indican que ciertos productos alimenticios tienen mas
probabilidades de estar asociados con brotes de listeriosis que otros. Se han
destacado los alimentos con ingredientes crudos o que se comen crudos,
productos no sujetos a un proceso listericida y productos que tienen una vida util
prolongada bajo temperaturas de refrigeracion que permiten el crecimiento del
patdgeno. También se encuentra en alimentos que estan destinados a ser
consumidos sin coccion adicional, es decir, los alimentos listos para consumir. A
pesar de que los alimentos crudos son susceptibles de contaminacién por L.
monocytogenes, particularmente, las carnes crudas no se consideran de alto riesgo
de causar listeriosis ya que ante una coccion adecuada el patégeno puede ser
eliminado. Sin embargo, las carnes crudas o cocinadas insuficientemente pueden
servir como fuente de contaminacion cruzada de productos destinados a ser
consumidos sin tratamiento térmico. La contaminacién cruzada, en conjunto con
una limpieza y saneamiento inadecuados, se han reconocido como las principales
fuentes de contaminacién posterior al procesamiento de productos carnicos listos

para el consumo (Farber & Peterkin, 1991).

1.3 Virulencia

1.3.1 Ciclo infeccioso intracelular

L. monocytogenes es una especie de patdgenos intracelulares, que al ingresar

en el hospedero de forma primaria a través del intestino cumple con un ciclo



infeccioso intracelular mediante el cual invade y se desarrolla en el interior de las
células hospederas no fagociticas y fagociticas no listericidas (incapaces de
combatir a la bacteria). Este ciclo presenta caracteristicas comunes entre los
diversos tipos celulares, y se observa una representacion esquematica del mismo

en la figura 1.

El ciclo comienza con la invasion del patégeno, en células fagociticas es un
proceso pasivo mediado por el sistema del complemento, sin embargo, en células
no fagociticas primero se da la adhesion del patdgeno a la superficie celular, la
subsecuente invasion es posible debido a un mecanismo tipo “zipper” o cremallera,
en el cual un ligando de la bacteria interactua con una molécula de superficie de las
células hospederas no fagociticas que actuan como receptores y estan
involucradas en la adhesion celular y la activacion de la maquinaria del
citoesqueleto de la célula hospedera. La interaccion impulsa la extension de la
membrana alrededor de la bacteria al inducir rearreglos locales de actina del
citoesqueleto y otras sefales (Drevets & Bronze, 2008; Pizarro-Cerda & Cossart,
2018).

L. monocytogenes reconoce varios tipos de receptores eucariotas. Entre ellos se
encuentran: la glicoproteina transmembrana E-cadherina que es reconocida por un
factor de virulencia de L. monocytogenes denominado internalina A (InlA). Esta es
una de las proteinas de superficie requeridas para la invasiéon al interior de las
células no fagociticas, junto con ella actua la internalina B (inlB) que reconoce la
proteina del sistema del complemento C1g (gC1g-R) y al receptor Met
(Pizarro-Cerda & Cossart, 2018).

Luego de la adhesién se dan mecanismos de cascadas de sehales que
conllevan a la polimerizacién de los filamentos de actina del citoesqueleto de la
célula hospedera. Este proceso es fundamental para la internalizacion e invasion
de L. monocytogenes ya que la formacion de una red de actina empuja la
membrana plasmatica en mayor medida alrededor de la bacteria facilitando la
invasion al formar una vesicula fagocitica alrededor de la bacteria (Pizarro-Cerda &
Cossart, 2018). Los principales factores de virulencia implicados en la invasion

celular y responsables de la activacion de la cascada son la InlA e InIB, que



durante el proceso de adhesion sufren modificaciones post-traduccionales junto

con sus receptores E-cadherina y Met.

Por un lado, la proteina transmembranal E-cadherina es una glicoproteina que
contiene cinco dominios extracelulares de cadherina y un dominio citoplasmatico
dependiente de calcio. La interaccion InlA/E-cadherina se da por la interaccion del
dominio de repeticion rica en leucina (LRR) de la proteina InlA con el receptor, es
especie especifica y activa una compleja via de sefalizacion que se activa en
forma de cascada y conduce a la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Lecuit
etal.,, 1999; Mengaud etal.,, 1996). Por otro lado, Met, el principal receptor de
sefalizacion de la inlB, es un receptor transmembrana con un dominio intracelular
con accién tirosina kinasa. La interaccion inlB/Met produce la autofosforilacion
transitoria de Met que lleva mediante una cascada de sefiales a la reorganizacion
del citoesqueleto de actina en la célula huésped (Shen et al., 2000). Si bien, la InlA
le confiere a L. monocytogenes un tropismo mas reducido, el receptor Met es
expresado ubicuamente, permitiendo que L. monocytogenes sea internalizada en
una gran variedad de células eucariotas humanas (Pizarro-Cerda & Cossart, 2018;
Vera et al., 2013).

Cabe destacar que L. monocytogenes posee numerosos genes que codifican
para este tipo de proteinas de adherencia necesarias para la invasion y/o entrada
de L. monocytogenes a la célula eucariota. Entre ellas se encuentran, la proteina
de superficie ActA, otras proteinas perteneciente a la familia de las internalinas, la
inlE, inlG e inlH, varias autolisinas (Ami y Auto), las proteina asociadas a invasion,
alcohol acetaldehido deshidrogenasa (Lap) y proteina de uniéon a fibronectina
(FbpA) (Pizarro-Cerda & Cossart, 2018).

La etapa de invasion culmina con la formacién de la vesicula fagocitica en el
interior de las células hospederas con la bacteria embebida en ella. Las
condiciones fisicoquimicas que presenta la vesicula no le permiten a la bacteria
multiplicarse, pero inducen la secrecion de una citolisina sulfhidrilo activada,
codificada por el gen hly, la Listeriolisina O (LLO). LLO es capaz de formar poros
en la membrana de la vesicula, permitiendo que L. monocytogenes escape hacia el

citosol en un proceso denominado evasion de la vesicula fagocitica. Esta accion de



LLO se ve aumentada por la accion de dos fosfolipasas C (PLC), la
fosfatidilcolina-PLC (PC-PLC), codificadas por plcB que cliva fosfatidilcolina (PC) de
las membranas bioldgicas y fosfatidilinositol-PLC (PI-PLC), codificadas por plcA
que reconoce como sustrato al fosfatidilinositol (PI) para producir diacilglicerol
(DAG). De esta forma, la bacteria logra permeabilizar las membranas al crear poros
grandes clivando completamente los principales fosfolipidos de la membrana de la
vesicula fagocitica. Este mecanismo esta implicado tanto en el escape de la
vesicula fagocitica como en la propagacion de célula a célula, que explicaremos
mas adelante (Poussin & Goldfine, 2005). Durante este proceso es necesaria la
accion de la metaloproteasa Mpl, codificada por el gen mpl ya que permite la
activacion de la PC-PLC (Alvarez & Agaisse, 2016; Pizarro-Cerda & Cossart, 2018).

Una vez libre en el citosol, L. monocytogenes expresa los genes para adquirir los
nutrientes necesarios para la multiplicacion intracelular. Luego de la multiplicacion
intracelular, se activa la proteina bacteriana ActA. Esta proteina esta polarmente
distribuida e induce la polimerizacién de los filamentos de actina del citoesqueleto
celular sobre un polo de la bacteria. La formaciéon de una estructura semejante a
una cola de cometa facilita el desplazamiento de la bacteria, este movimiento
genera una protrusion que es fagocitada por las células adyacentes permitiendo la
invasion a células vecinas. De esta forma la bacteria se disemina sin exponerse a
la respuesta inmune humoral del hospedero. Esta vacuola de doble membrana
generada en la célula adyacente tras la fagocitosis se lisa por las fosfolipasas
PC-PLC, PI-PLC vy la listeriolisina LLO, y se genera un nuevo ciclo de infeccion

intracelular (Pizarro-Cerda & Cossart, 2018).
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Figura 1. Representacion esquematica y micrografias electrénicas del ciclo
infeccioso intracelular de Listeria monocytogenes. a) L. monocytogenes induce su
entrada en la célula hospedera, mediante interacciones ligando-receptor b) Las
bacterias se internalizan en una vesicula fagocitica. c) Evasion de la vesicula
fagocitica. d) Las bacterias se liberan en el citoplasma, donde se multiplican y
comienzan a polimerizar los filamentos de actina, como se observa por la presencia
de las colas de actina caracteristicas. e) La polimerizacion de actina genera una
protrusion en la membrana plasmatica que es fagocitada por las células adyacentes
permitiendo la invasién a células vecinas. f) Al entrar en la célula vecina, las
bacterias se encuentran en una vacuola de doble membrana, de la que pueden
escapar y continuar el ciclo. Adaptado de Hamon et al., (2006).

1.3.2 Genes de virulencia

Las diferentes cepas de L. monocytogenes se caracterizan por ser muy

heterogéneas en cuanto a su virulencia. Gran parte de las cepas presentan



diversos factores de virulencia que se ven involucrados en los pasos del ciclo
infeccioso intracelular y que en conjunto son capaces de producir una alta
mortalidad, sin embargo, también existen otras cepas que son avirulentas e

incapaces de establecer una infeccién dentro del hospedero (Olier et al., 2002).

Los factores de virulencia se encuentran codificados a nivel cromosomico en L.
monocytogenes organizados en islas de patogenicidad (PAls) a lo largo del
cromosoma, denominadas Islas de patogenicidad de Listeria, por sus siglas en
inglés (LIPI-1, LIPI-2 y LIPI-3). Adicionalmente, se han descrito diversos plasmidos
en la especie, entre ellos, plasmidos de resistencia a antibibticos, plasmidos de
resistencia a metales pesados y recientemente un potencial plasmido de virulencia
(Hacker et al., 1997; Lebrun et al., 1994; Poyart-Salmeron et al., 1990).

LIPI-1, es una isla de patogenicidad de 9 Kb que se encuentra insertada en los
cromosomas de todas las cepas de la especie L. monocytogenes'y L. ivanovii pero
no esta presente en los genomas de las especies no patogeénicas de Listeria como
L. innocua y L. welshimeri, con excepcion de L. seeligeri en la que se encuentra
pero en forma inactiva. La isla proporciona a la bacteria las herramientas
necesarias para invadir un nuevo nicho ya que contiene los genes de virulencia

prfA, pIcA, hly, mpl, iap, prs, actA 'y plcB (Vazquez-Boland et al., 2001).

LIPI-3, o cluster de listeriolisinas S (LLS) es una isla de patogenicidad
responsable de un aumento de la virulencia en ciertas cepas de L. monocytogenes

pertenecientes al linaje | (Cotter et al., 2008).

Otro conjunto de islas de patogenicidad presentes en Listeria spp. son aquellas
que contienen a los miembros de la familia multigénica de las internalinas. Los
genes de internalinas se encuentran organizados en clusteres de dos o0 mas genes,
exceptuando la inIC e InlF que se encuentran individualmente en el cromosoma. En
L. monocytogenes se han identificado diversos genes que codifican internalinas
asociadas a la superficie bacteriana, InlE, InlG, InIH, InlA e InIB distribuidos en dos
clusters por un lado InIG, InlH e InlE y por otro la InlA e inIB (Dramsi et al., 1997,
Engelbrecht et al., 1996).
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1.3.3 Estructura de las internalinas

Las internalinas dentro de la familia de internalinas comparten una arquitectura
modular comun con una secuencia sefal amino-terminal y dominios LRR que
pueden variar de 3 a 28 repeticiones. Los miembros de esta familia pueden
clasificarse en tres tipos representados esquematicamente en la figura 2, dos de
acuerdo a sus dominios carboxi-terminal de union a la superficie bacteriana LPXTG

y GW o WxL y por otro lado las internalinas secretadas (Bierne et al., 2007).

Anclaje covalente  Asociacion no No
al peptidoglicano covalente ancladas

| | [ | | |

Pared
celular

5353 Membrana
2323 celular

IniC

Figura 2. Tres tipos de internalinas que se encuentran
en L. monocytogenes. Se presenta un ejemplo de cada
tipo. Sortasa A (SrtA), Acido lipoteicoicos (LTA).
Adaptado de Bierne & Cossart, (2007).

La InlA esta incluida dentro de las internalinas de tipo LPXTG. Estas poseen una
sefial de clasificacion carboxilo-terminal caracteristica que dirige el anclaje
mediante enlace covalente al peptidoglicano de las bacterias Gram-positivas. Esta
sefal consta de un motivo LPXTG, seguido de un dominio hidrofobo de unos 20
aminoacidos (aa) y una cola de residuos cargados positivamente (Fischetti et al.,
1990). La sefial de clasificacion es el sustrato de una transpeptidasa unida a la
membrana, la sortasa A (SrtA), que escinde el motivo LPXTG entre los residuos de
treonina y glicina (TG), y une el grupo carboxilo de la treonina a los precursores de
la pared celular. Las internalinas de tipo GW o WxL en donde se incluye la inIB,

poseen una region carboxilo-terminal que le permite asociarse de forma no
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covalente a la superficie bacteriana al interaccionar con las moléculas de acido
lipoteicoico (LTA). Esta region contiene tres médulos GW altamente conservados
de 80 aminoacidos entre los que se encuentra el dipéptido de glicina y triptéfano.
Finalmente, las internalinas secretadas engloban a las internalinas de menor
tamafno que no presentan un dominio de anclaje a la pared celular como la inIC
(Bierne et al., 2007).

Con respecto a los dominios LRR, estan compuestos por 22 residuos de los
cuales 7 corresponden a leucinas o isoleucinas que componen el nucleo interno
hidrofébico de la proteina. La superficie de este dominio proteico expone
aminoacidos aromaticos favorables para la union de ligandos. Especificamente, la
InlA presenta aminoacidos aromaticos dispuestos en hojas beta en las regiones
expuestas del dominio LRR para unirse a su ligando, la E-cadherina humana
(Mengaud etal., 1996). Del mismo modo, una cadena de cinco residuos de
aminoacidos aromaticos expuestos en la superficie de las regiones LRR son
criticos para la unién de inlB a su receptor celular Met (Machner et al., 2003). El
conjunto de dominios LRR se encuentra flanqueado por dos dominios conservados.
Hacia la region amino-terminal luego de la secuencia sefal, presenta una pequefia
capside de hélice alfa y hacia la region carboxi-terminal se encuentra el dominio
inter-repeat (IR). Este ultimo esta estructuralmente relacionado con los dominios de
inmunoglobulinas y es necesario para lograr un correcto plegamiento de la region
LRR. De esta forma, las regiones LRR e IR son necesarias y suficientes para la

invasion celular (Freiberg et al., 2004).

Los dominios LRR son codificados por secuencias de acido desoxirribonucleico
(ADN) repetitivas y por tanto son naturalmente propensas a la recombinacion. Esto
sugiere que la gran diversidad de genes de internalinas en el cromosoma de
Listeria es el resultado de la duplicacion de genes y reordenamientos intragénicos
e intergénicos (Glaser et al., 2001). Ademas, se sugiere que la conservacion de tal
repertorio de homdlogos de internalinas en el genoma da lugar a una amplia
diversidad de interacciones proteina-proteina especificas, a través de la gran
variedad de regiones expuestas de los motivos LRR disponibles (Marino et al.,
2000).
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1.3.4 Codones de STOP prematuros (PMSC, premature stop codon)

Se han identificado mutaciones sin sentido sobre el gen que codifica para la InlA
que conducen a una proteina trunca, estas se denominan codones stop
prematuros, (PMSC, por sus siglas en inglés). El gen inlA posee 2400 pares de

bases (pb) y codifica para una proteina de 800 aminoacidos.

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/985151). Hasta el momento se han identificado
33 tipos de mutaciones PMSC que codifican para internalinas con longitudes de
entre 4 a 699 aa. (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/; accedido el 29 de Marzo del
2023).

La proteina InlA trunca es secretada en lugar de estar anclada a la membrana y
esta relacionada con una atenuacion de la virulencia del patégeno ya que presenta
una capacidad reducida para invadir células epiteliales de intestino humano in vitro
(Nightingale et al., 2008; Su et al., 2019). Es asi que PMSCs en el gen inlA son
observables mayoritariamente en los aislados relacionados a los alimentos, pero
son poco comunes en casos clinicos de listeriosis (Nightingale et al., 2008). En la
misma linea, estudios epidemiolégicos mostraron que la proteina InlA juega un
papel clave en la listeriosis humana, ya que el 96 % de las cepas provenientes de
casos clinicos expresaban el largo completo, y solo se expresaba un 65 % en los
casos provenientes de alimentos. De las cepas estudiadas, las 110 pertenecientes
al serotipo 4b (linaje |) y las 84 pertenecientes al serotipo 1/2b (linaje 1) expresaron
la InlA de largo completo. Ademas, el serotipo 4b fue mas frecuente entre las cepas
clinicas que entre las alimentarias. Las cepas atenuadas o no virulentas estarian
predominantemente asociadas con el serotipo 1/2c (linaje Il) provenientes
principalmente de alimentos, ya que ninguna de las estudiadas expreso la
internalina de largo completo. Con respecto al serotipo 1/2a (linaje Il) la expresion
de internalina fue heterogénea pero la internalina truncada se encontré con mayor

frecuencia en cepas alimentarias que en cepas clinicas (Jacquet et al., 2004).
Otros investigadores observaron tolerancia al frio, a la sal y al acido en aislados

de L. monocytogenes que presentaban una secuencia de codificacion de longitud

completa de la InlA (Hingston et al., 2017). Por otro lado autores reportan que la
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presencia de la proteina trunca puede influir en la produccion de biofilms mas

resistentes (Franciosa et al., 2009; Piercey et al., 2016).

Estas caracteristicas pueden explicar la mayor persistencia de algunos serotipos
en entornos de elaboracién y produccion de alimentos. Por un lado, los serotipos
4b y 1/2b tendrian una mayor tolerancia al frio, a la sal y al acido ya que presentan
una secuencia de codificacion de longitud completa de la InlA. Por otro lado, los
serotipos 1/2c y 1/2a quienes presentan en mayor medida el gen para la proteina

trunca InlA podrian formar biofilms mas resistentes.

1.4 Formacion de biofilms

La capacidad de formar biofilms que presenta L. monocytogenes frente a
condiciones de estrés le otorga proteccion contra una variedad de factores fisicos,
quimicos y mecanicos, como los rayos ultravioleta, los metales toxicos, los acidos,
la desecacion, la salinidad, los antimicrobianos y tolera mejor las altas
concentraciones de desinfectantes y sanitizantes (Flemming etal., 2016;
Hall-Stoodley et al., 2004; Pan et al., 2006). Por otro lado, las superficies de las
maquinarias y utensilios utilizados en la industria alimentaria, junto con la materia
organica residual de procesos de limpieza y desinfeccion inadecuados,
proporcionan los nutrientes necesarios y las condiciones propicias para la
proliferacion y supervivencia de microorganismos convirtiéndose en una fuente de

contaminacion para los productos alimenticios (Srey et al., 2013).

Los biofilms bacterianos son comunidades formadas por microorganismos
adheridos unos a otros y a una superficie de forma irreversible, embebidos en una
matriz extracelular de produccion propia compuesta principalmente por
polisacaridos, proteinas, ADN extracelular y canales de agua. Estas comunidades
surgen por un cambio en el estilo de vida de las bacterias unicelulares ndmades o
plancténicas, a un estado pluricelular sedentario en el que desarrollan atributos
fisiologicos y genéticos diferentes. Es asi, que se dan variaciones en su
metabolismo, tasa de crecimiento y transcripcion génica como parte de una
estrategia de supervivencia que la bacteria desarrolla frente a la presencia de un
ambiente inhdspito (Blackman & Frank, 1996; Donlan, 2002).
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Las caracteristicas de este proceso de desarrollo varian entre las diferentes

especies bacterianas pero ciertos autores coinciden en un modelo para la

formacion de biofilms adecuado para diferentes grupos de especies. La formacion

de biofilms en asociacion con las superficies consta basicamente de cinco pasos

que conforman un ciclo. Ver representacidn esquematica en la figura 3 (Donlan,
2002; Lasa, 2006; Renier et al., 2011):

1. Aproximacion y adhesion reversible.

2. Adhesion irreversible y produccidn de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS),
Desarrollo temprano de la arquitectura del biofilm.
Maduracién del biofilm, formacién de canales para el flujo de nutrientes y
excreciones.

5. Dispersion celular, con la subsiguiente colonizacion de otras superficies

P i' &~ Células planctonicas = f:ﬁ

Microcolonias

i

i P =) g
“\ =,8
Grupo de células N 2 ._.0
‘Adhesion = %@
= %‘“ B N

Superﬂme A %_M &(&:}

Adhesion Formacion de microcolonias y
reversible maduracion

<

Dispersién

Figura 3. Modelo conceptual de la formacién de un biofilm como un proceso de
desarrollo. EI mismo consta de cinco etapas: (1) adhesion reversible; (2) adhesion
irreversible y comienzo de la produccién de exopolisacaridos; (3) formacion de
microcolonias; (4) maduracion; (5) dispersion celular. Tomado de Sauer et al., (2022).

El proceso de formacion del biofilm inicia con la aproximacién y adhesion de las

células bacterianas planctonicas de forma reversible a una superficie sélida

abiotica. En el caso de las especies bacterianas moviles, como lo es L.

monocytogenes, los elementos motiles como el flagelo son la fuerza impulsora que

contribuye a contrarrestar las fuerzas de repulsion entre las bacterias y la superficie
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(Farber & Peterkin, 1991). También se demostré6 que en L. monocytogenes, las
proteinas de membrana juegan un rol esencial en la adherencia primaria a la

superficie (Renier et al., 2011).

Los encuentros iniciales con una superficie generalmente conducen a una
adherencia transitoria que puede dar como resultado una asociacion de superficie
estable y un cambio fisiolégico hacia el desarrollo de biofilms, o un regreso al
estado plancténico. Durante la adherencia transitoria si las condiciones
extracelulares e intracelulares favorecen la formacion de biofilms, comienza la
segunda etapa, en la que se pierde la motilidad, las bacterias comienzan a producir
una matriz extracelular que las mantiene unidas entre ellas y favorece la adhesion

a la superficie volviéndola irreversible (Kolter, R & E. P. Greenberg, 2006).

Esta matriz se forma por la secrecién de sustancias poliméricas extracelulares
(EPS por sus siglas en inglés) que en L. monocytogenes estan compuestas por
polisacaridos principalmente acido teicoico, ADN extracelular y proteinas (Brauge
et al.,, 2016; Harmsen et al., 2010). Las EPS forman una red tridimensional que
interconecta e inmoviliza las células en el biofilm, las protege frente a agresiones
externas, media la adhesién celular a la superficie y provee de estabilidad
mecanica al biofilm. Ademas, funciona como un sistema digestivo externo que
mantiene los nutrientes disueltos y las enzimas extracelulares cercanas a las
células para que se utilicen como fuentes de nutrientes y energia favoreciendo la
proliferacion celular (Flemming et al., 2016). Como resultado de la agregacion y el
crecimiento simultdneo de numerosas células luego de la union irreversible, se da

la formacion de microcolonias.

La maduracion del biofilm es el paso en el que se convierte en una estructura
organizada. La estructura de los biofilms de L. monocytogenes se caracterizan por
ser multicapas organizadas tridimensionalmente en forma de hongo con canales y
poros bien distribuidos, aunque también pueden producirse escasos agregados de
células o una monocapa bacteriana. Esto depende de una multitud de parametros
como, la cepa, el tipo de superficie y otras condiciones ambientales, como el pH, el

medio y la temperatura, sistema de cultivo, entre otros (Renier et al., 2011).
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De acuerdo a la evidencia obtenida, en el modelo de organizacion de biofilms de
tipo hongo, en los tallos se forman poros y espacios intersticiales por el que
discurren canales de agua facilitando el transporte de materia. Para adquirir esta
forma se propone que el crecimiento celular en la periferia es rapido y que el
crecimiento en el interior es lento (Chmielewski & Frank, 2003). Durante esta etapa
también se desarrollan dos sistemas de comunicacidn célula-célula, el sistema
autoinductor 2 LuxS y el sistema de sefializacidn quorum sensing cuando las
bacterias se encuentran en altas densidades de poblacion celular. Este mecanismo
se basa en la produccion y liberacion de moléculas sefal denominadas

autoinductores (Renier et al., 2011).

Finalmente, la dispersion, es el ultimo paso en el ciclo de formaciéon de los
biofiims y permite a las células revertir a su forma de vida planctonica. Este se
explica como un proceso activo en el que las células se desprenden de la
comunidad hacia el medio, lo que les permite alcanzar nuevos nichos (Donlan,
2002; Sauer et al., 2022).

En relaciéon a la proteina InlA trunca mencionada anteriormente, un trabajo
realizado por Franciosa et al., (2009) sugiri6 que la forma trunca de la proteina
favorece el desarrollo de biofilms mas gruesos y resistentes. Esto podria deberse a
que la proteina trunca, que es secretada al medio extracelular en lugar de estar
anclada a la membrana, puede incorporarse a la matriz extracelular que conforma
el biofilm. De igual manera, los estudios de Piercey et al., (2016) mostraron que los
mutantes de transposones que contenian un gen de internalina A interrumpido
formaban biofilms mas gruesos en relacion con el tipo salvaje. Estos datos se
complementan con los resultados obtenidos por Di Ciccio et al., (2022) en el que se
asociaron mayores niveles de formacién de biofilms con la presencia de la proteina
InlA trunca en conjunto con la Isla de supervivencia al estrés 1 y el gen de estrés

arsD.

1.4.1 Resistencia a acidos organicos de Listeria y su biofilm

La aplicacion de acidos organicos ha sido propuesta como estrategia para

reducir los niveles bacterianos en carne. De todos los acidos organicos evaluados
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en la literatura, el acido acético y el lactico son los mas aceptados. Como
antimicrobianos naturales, los acidos organicos, incluido el acido lactico (AL),
pueden usarse para prevenir el crecimiento de patégenos en una variedad de
alimentos listos para el consumo (RTE) y son facilmente aplicables a superficies de

productos frescos y carnes (Wang et al., 2014).

El mecanismo de accion de los acidos organicos depende de la capacidad del
acido no disociado para penetrar a través de la membrana celular y disociarse
dentro de la bacteria causando una disminucion en el pH interno, que puede
interrumpir la produccién de adenosin trifosfato (ATP), la sintesis de ARN, la
replicacion del ADN vy el crecimiento celular (Rajkovic etal., 2010). EI AL
especificamente es un acido organico débil con un pKa = 3,85 a 25 °C, bajo peso
molecular (PM = 90,80) y un carbono asimétrico en la ubicacién a de la funcion

carboxilica (Wang et al., 2014).

El uso de AL como antimicrobiano fue aprobado principalmente para disminuir la
contaminacion por Escherichia Coli O157:H7 y Salmonella. Estados Unidos
permitid su uso en carne desde 1999, en cambio la Unidn Europea lo aprobd en
2013 (Koohmaraie et al., 2005; Diario Oficial de la Unidn Europea, 2013). Se
conoce que L. monocytogenes es sensible al AL in vitro, demostrandose que frente
a cepas aisladas de frigorificos nacionales, la concentracién minima inhibitoria fue
0,3 % en TSB (por sus siglas en inglés, Tryptic Soy Broth) suplementado con
extracto de levadura al 0,6 % (TSB-YE) y la concentracién minima bactericida 0.7
% (Brugnini et al., 2018). Si bien la aplicacién de AL se aplica en la actualidad de
manera rutinaria en canales y cortes en establecimientos frigorificos a nivel
mundial, es necesario también una rutina de limpieza y desinfeccién de las
superficies de maquinaria y utensilios utilizados en la industria. Como se mencioné
anteriormente estas superficies son propicias para la proliferacion y supervivencia
de microorganismos que pueden formar biofilms y convertirse en una fuente de

contaminacion para los productos alimenticios (Srey et al., 2013).

Durante la utilizacion de AL como antimicrobiano se han observado diferentes
niveles de reduccion de L. monocytogenes asociados con diversos factores como

la variabilidad en la sensibilidad entre cepas y las distintas formas de aplicacién de
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AL (Bucur et al., 2018). Por esta razén en este proyecto se busca evaluar posibles
diferencias en la resistencia de los biofilms formados por las diferentes cepas

seleccionadas circulantes en Uruguay.

Yang etal., (2009) clasificé la eficacia de diversos desinfectantes frente a
biofilms maduros (de mas de 7 dias), siendo el AL (0.18 %, pH 3.0) el mas eficaz
frente al hipoclorito de sodio (0.0095 %, pH = 7.81) y diferentes soluciones de
amonio cuaternario (3 % - 0.010 %, pH = 11.46 - 6.24). Cuando se aplico AL en
concentraciones de 0,5 y 20 % a pH = 2 a células de L. monocytogenes
formadoras de biofilms en cloruro de polivinilo y acero inoxidable, hubo reducciones
del numero de células sobrevivientes del biofiim en todos los tiempos de
tratamiento (5, 15 y 30 segundos). Ademas, proponen que los biofilms bacterianos
podrian ser mas susceptibles al calor u otros quimicos antimicrobianos luego de ser
tratados con AL lo que sugiere al AL como un buen método de control de biofilms

en las superficies de la industria alimentaria (Ban et al., 2012).

Por otro lado, los métodos actuales de higienizacibn de instalaciones
alimentarias presentan algunos inconvenientes bien conocidos, como la posible
toxicidad de los residuos de los agentes antimicrobianos, o el fomento de
resistencia a estos agentes en los microorganismos transmitidos por los alimentos,
(Purkrtova et al., 2010). Por lo tanto, la investigacion de nuevas sustancias para la
desinfecciéon de biofilms es un area de gran interés y la creciente percepcion
negativa de los consumidores contra los productos quimicos sintéticos y artificiales
han desplazado este foco de investigacion hacia el desarrollo de desinfectantes y
antimicrobianos alternativos, respetuosos con el medio ambiente y que los

consumidores perciben como “naturales” (Giaouris et al., 2014).

1.5 Objetivos general y especificos

1.5.1 Objetivo general

Dado que la caracterizacidn de cepas en circulacion es importante para las
investigaciones epidemiolégicas de L. monocytogenes, el objetivo de este trabajo

consiste en caracterizar un conjunto de seis aislamientos de L. monocytogenes
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provenientes de muestras carnicas extraidas de distintos establecimientos de
Uruguay (Brugnini etal., 2018, 2021). Evaluar la presencia de mutaciones de
coddn de terminacidn prematuros en el gen de la internalina A y su posible relacion
con la capacidad de las cepas de formar biofilms y la resistencia de los mismos al

acido lactico.

1.5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar a nivel molecular los aislamientos de Listeria monocytogenes
de carne de vaca, cerdo y pollo del laboratorio de alimentos y nutricion del
Instituto polo Tecnolégico de Pando: Confirmacion de género y especie
mediante rt-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, por
sus siglas en inglés), serotipificacion molecular por PCR multiplex (reaccién
en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés).

2. Estudiar el gen inlA: evaluar la presencia de PMSCs.

3. Evaluar la capacidad de formacion de biofilms de las diferentes cepas y la

resistencia de los mismos al AL como antimicrobiano.

1.6 Estrategia

1.6.1 Aislamientos y cepas de referencia

Los aislamientos almacenados en el laboratorio de alimentos y nutricion del
Instituto Polo Tecnolégico de Pando fueron tomados de productos carnicos de
diferentes establecimientos. Dos aislados de carne de cerdo aislados en febrero del
2019, denominados L200 y L201, dos aislados en agosto del 2014 de carne vacuna
denominados L101B2 y L100A1 y dos aislados en febrero del 2019 de carne de
pollo denominados P20 y P24 (Brugnini et al., 2018; Rodriguez & Brugnini, 2019).
Ademas, se utilizaron dos cepas donadas por el Instituto de Higiene, una del
serotipo 1/2b y otra del serotipo 1/2c, denominadas en este estudio, CC1/2b y
CC1/2c, respectivamente. Finalmente se utilizaron tres cepas registradas en el
ATCC® (por sus siglas en inglés, American Type Culture Collection) como
referencia para los distintos estudios. Las cepas de L. monocytogenes ATCC®
19111 del serotipo 1/2a, aislada de aves de corral y ATCC® 13392 del serotipo 4b,
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aislada de fluido espinal de nifio con meningitis y la cepa de Salmonella enterica
ATCC® 14028.

1.6.2 Caracterizacion molecular

1.6.2.1 Confirmacién de género y especie a nivel molecular

Para la confirmacién de género y especie a nivel molecular se realizé un ensayo
rt-PCR, empleando el fluorocromo de union inespecifica a la doble hebra de ADN,
SYBR®Green. De acuerdo a lo reportado por Barbau-Piednoir et al., (2013) se trata
de una combinacion de ensayos cualitativos de deteccion por rt-PCR En un primer
nivel se detecta la presencia de cualquier bacteria perteneciente al género Listeria
(L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri y L. innocua),
exceptuando las bacterias de la especie L. grayi, que difiere significativamente de
L. monocytogenes a nivel genético (Schmid et al., 2005). En un segundo nivel

permite detectar la presencia de la especie L. monocytogenes.

Para el primer nivel de deteccién, un gen presente en todas las especies del
género Listeria fue considerado. Con los pares de cebadores prs-2-deg (F) y (R),
se evalua la presencia del gen de expresion constitutiva prs que flanquea el cluster
de virulencia presente en la isla de patogenicidad LIPI-1 (Schmid et al., 2005). Para
el segundo nivel de deteccidn, se evalua la presencia del gen hly con los pares de
cebadores hlyA-146-deg-tronc (F) y (R). hly es el gen que codifica para un factor de
virulencia especifico de la especie L. monocytogenes previamente mencionado
(Vazquez-Boland et al., 2001).

Este ensayo presenta ciertas ventajas, ya que, los cuatro pares de cebadores
son utilizados bajo las mismas condiciones de PCR y es posible realizarlos
simultaneamente. Ademas, los cuatro genes seleccionados estan presentes en una
sola copia en el genoma de Listeria y cada uno de ellos da como resultado una

unica banda del tamafio y secuencia esperado.
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1.6.2.2 Serotipificacion molecular por PCR

La serotipificacion molecular se realiza por técnicas basadas en ensayos de
PCR multiplex tiempo final descrita por (Doumith et al., 2004). Esta se basa en la
deteccion por PCR de cinco regiones especificas del genoma de L.
monocytogenes, tras la deteccion de estas regiones las cepas pueden clasificarse

en cinco diferentes serogrupos moleculares como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de 12 serotipos de L. monocytogenes en
los serogrupos moleculares y sus regiones amplificadas.

Serotipos Serogrupo Regiones amplificadas
molecular
1/2a, 3a Il.a prs, Imo0737,
1/2c, 3¢ ll.b prs, Imo0737, Imo1118
4b, 4d, 4e l.a prs, ORF2819, ORF2110
1/2b, 3b, 7 l.b prs, ORF2819,
4a, 4c 11 prs

Los serotipos 4ab y 4h no se incluyen en la clasificacién en
serogrupos moleculares descrita por Doumith et al., (2004).

De acuerdo a Doumith et al., (2004), con este método y considerando que los
serotipos 1/2a, 4b, 1/2b y 1/2c son los mas abundantes (aproximadamente 98 %)
de los aislados de origen humano y alimentario, es posible inferir que un
aislamiento perteneciente a los serogrupos moleculares Il.a, Il.b, l.a o |l.b
correspondera al serotipo 1/2a, 1/2c, 4b o 1/2b, respectivamente (Jacquet et al.,
2002).

1.6.3 Analisis del gen de virulencia inlA

Para el analisis del gen de la proteina InlA se realiza la secuenciacion del gen
completo inlA. Como lo indican Magagna et al., (2022) y Gelbicova et al., (2015), se
utilizan tres pares de cebadores que dividen el gen en tres regiones. Al
reensamblar las secuencias obtenidas es posible obtener la secuencia completa
del gen inlA de todos los serotipos pertenecientes a los linajes | y Il. Esto es
sumamente relevante ya que como se mencioné anteriormente todos los casos
clinicos de listeriosis estan vinculados con aislados pertenecientes a estos linajes

(Jacquet et al., 2002). Ademas, con la secuenciacién es posible identificar los 33
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tipos de mutaciones de PMSC actualmente descritas
(https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/; consultado el 27 de febrero de 2024).

1.6.4 Evaluacion de la formacion de biofilms

La cuantificacion de biofilms se realizaba anteriormente con un método basado
en el cultivo de biofilms en la pared de un tubo de ensayo y posterior deteccion por
tincion para determinar de forma cualitativa mediante la percepcion del observador
la formacién de biofilms. Actualmente se utilizan otros métodos entre los cuales el
ensayo en placa de microtitulacion es el mayormente utilizado ya que, por un lado,
la adhesion y formacion del biofilm se realiza sobre una superficie de poliestireno,
similar a potenciales superficies de contacto con alimentos y, por otro lado, permite
evaluar la adhesidn celular de multiples cepas y multiples condiciones de
crecimiento dentro de un mismo experimento. Este método se clasifica como
estatico o cerrado ya que el suministro de nutrientes se limita a las condiciones
inicialmente proporcionadas y consiste en cultivar biofims en placas de
microtitulacién, realizar su tincién con cristal violeta y solubilizar el colorante unido
para cuantificarlo mediante la lectura de absorbancia. La principal desventaja de
este método es que es una cuantificacion indirecta ya que se utiliza como indicador
de la cantidad de biomasa de biofilm formado la cantidad de cristal violeta unido y

luego solubilizado en la solucién de decoloracion (Stepanovic et al., 2007).

En este ensayo, la capacidad de formaciéon de biofiims se evalué en dos
condiciones diferentes. Por un lado, se evalud la formacion a 37 °C durante 24
horas de incubacién, es decir en condiciones Optimas de crecimiento y por otro
lado a 20 °C durante 48 horas de incubacion, es decir, temperaturas préximas a las

temperaturas de trabajo en establecimientos elaboradores de alimentos.
1.6.5 Evaluacion de la resistencia de biofilms

La mayoria de las investigaciones sobre la resistencia a antimicrobianos y
desinfectantes de los biofilms formados por L. monocytogenes se realizan
mediante formatos estaticos en placas de microtitulacién. En este proyecto se
evalué la capacidad antimicrobiana del AL frente a biofilms formados por

aislamientos de L. monocytogenes. Para ello se compararon estadisticamente las
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biomasas de biofilm formadas sin la aplicacion de antimicrobiano (ver seccion
1.6.4) con la biomasa de biofilms remanente luego de aplicar el antimicrobiano al 1

% durante 5 minutos al biofilm ya formado.
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2. Materiales y métodos

2.1 Aislamientos y cepas de referencia

Los aislamientos de Listeria monocytogenes L100A1, L101B2, L200, L201, P20 y
P24, las cepas de referencia ATCC® 19111, ATCC® 13932 y ATCC® 14028 y las
dos cepas donadas por el Instituto de Higiene CC1/2b y CC1/2c se mantuvieron
conservados en stocks a —80 °C de TSB-YE (composicion en un litro de medio:
Triptona (digerido pancreatico de caseina) 17,0 g, Soytona (digerido péptico de
soja) 3,0, glucosa 2,5 g, cloruro de sodio 5,0 g, fosfato dipotasico 2,5 g, pH 7,3 £ 0,2
a 25 °C suplementado al 0,6 % con extracto de levadura) y glicerol al 20 %. Previo
a la realizacion de cada experimento, cada cepa se activo al transferir 0,1 mL del

stock a 10 mL de medio TSB-YE e incubacién a 37 °C por 18 horas.

2.2 Caracterizacion molecular

2.2.1 Confirmacién de género y especie a nivel molecular

La confirmacion de género y especie de los aislamientos a nivel molecular se
realiz6 mediante una PCR a tiempo real de acuerdo a lo descrito por
Barbau-Piednoir et al., (2013). A partir de un cultivo en medio TSB-YE incubado a
37 °C durante 18 horas para alcanzar fase estacionaria, se extrajo el ADN
genomico de todos los aislamientos de Listeria utilizando el kit Mericon™ DNA
Bacteria Plus Kit (Qiagen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se
midié la concentracion de ADN extraido usando un espectrofotometro NanoDrop™

Lite de Thermo Scientific™ segun las recomendaciones del fabricante.

Para la PCR a tiempo real se utilizaron los pares de cebadores prs-2(F) y
prs-2-deg(R) para identificar Listeria spp. y el par hlyA-146-deg-tronc(F) y (R) para
identificar L. monocytogenes, ver tabla 2 (Barbau-Piednoir et al., 2013). Se utilizé
un termociclador Rotor-Gene Q con el siguiente programa térmico: un paso de
activacion de la ADN polimerasa durante 3 minutos a 98 °C seguido de 30 ciclos de
amplificacion de 15 segundos a 95 °C (paso de desnaturalizacion) y 1 minuto a 60

°C (paso de hibridacién y extension) adquiriendo los datos en el canal verde (Ex
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470 nm- Det 510 nm). La reaccion se realiz6é en un volumen final de 25 pL, con 2uL
de 25 ng/uL de ADN extraido, 1X SsoAdvanced™ Universal SYBR®Green
Supermix de Biorad, 800 nM y 400 nM de cada cebador prs-2 y hlyA-146,
respectivamente. Luego de la amplificacidén se realizé el analisis de la temperatura
de disociacién de los productos de amplificacion mediante la curva de disociacion
(melting) aumentando gradualmente la temperatura de 60 a 95 °C en 20 minutos (+

0,6 °C/20 segundos) utilizando el termociclador Rotor-Gene Q de Qiagen.

Se incluyeron como control negativo de Listeria spp. una cepa de Salmonella
enterica ATCC® 14028, como control positivo para L. monocytogenes las cepas
ATCC® 19111 y un control "sin molde" (NTC) para evaluar la formacion de dimeros

de cebadores o la amplificacién no especifica.

Se consideraron dos criterios para la interpretacion de los resultados, el ciclo de
umbral (C;, por sus siglas en inglés) y la temperatura de disociacién del amplicon
(Tm, por sus siglas en inglés). Debido a que es un ensayo cualitativo se considera
como positivo una sefal de amplificacion de caracter exponencial por encima del
limite de deteccion (umbral) y que presenta un unico pico en el analisis de la curva
de disociacion de las muestras, es decir, un unico valor de T, cuyo valor puede

variar segun el serotipo como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de cebadores utilizadas para los dos niveles de deteccidén, género
Listeria y especie monocytogenes, con sus respectivos tamanos y T,, del amplicén.

. Nombre Tamaio

Eﬁ%‘iﬁ;ﬁ del Secuencia de cebadores (5°-3’) amplicén T

J cebador (pb)
Listeria prs-2-F ATTTTCTCGCTAAATTCTAATCGTG
(excepto 60 71.5°C
L gray) prs-2-R-deg CAATACCWACT'I(':CTTTCGCAATCT

hlyA-146-de AAA 73.5-74°C
g-tronc-F TCTGTCTCAGGYGATGT L. monocytogenes

L. 1/2a, 1/2¢, 3a, 3c, 4a,
monocy 103 4dy 4e
togenes  hiyA-146-R  CGATGATTTGAACTTCATCTTTTGC 75°C

L. monocytogenes
1/2b, 3b, 4b y 4c

En nombre del cebador se especifica F= Forward y R= Reverse. Bases candnicas: A = Adenina,
C = Citosina, G = Guanina, T = Timina. Bases degradadas: Y = Pirimidinas (Co T),V=No T (A,
C 0 G), R =Purinas (Ao G) S = Strong (C o G). Adaptado de Barbau-Piednoir et al., (2013).
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2.2.2 Serotipificacion molecular por PCR

La serotipificacion de los aislamientos a nivel molecular se realizé6 mediante un
ensayo de PCR multiplex a tiempo final, segun el método reportado por Doumith
et al., (2004) dirigido a los genes: prs, ORF2110, ORF2819, Imo1118 e Imo0737.

Inicialmente, se extrajo el ADN gendmico de la misma forma que en el punto
2.2.1. La PCR se realiz6é con un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 3
minutos; 35 ciclos de 94 °C por 0,40 minutos (desnaturalizacion), 53 °C por 1,15
minutos y 72 °C por 1,15 minutos (hibridacién y extension, respectivamente); y un
paso final de extension de 72 °C durante 7 minutos en un termociclador Eppendorf
5331 MasterCycler® Gradient Thermal Cycler. La reaccion se realiz6 en un
volumen final de 50 uL, con 2uL de 25 ng/uL de ADN extraido, 0,2 mM de dNTPs
(desoxirribonucledtidos trifosfatos), 2,5 U NZYTaq Il DNA polymerase de NZYtech,
1X Reaction Buffer de NZYtech, 0,25 mM MgCl, y el mix de cebadores preparado
de acuerdo a las concentraciones especificadas en tabla 3.

Se incluyeron como control negativo de Listeria. spp una cepa de Salmonella
enterica ATCC® 14028, como control positivo para los cuatro primeros serogrupos
moleculares Il.a, ll.b, l.a y I.b (ver tabla 1) las cepas de L. monocytogenes ATCC®
19111 serotipo 1/2a, CC1/2c¢ serotipo 1/2c, ATCC® 13932 serotipo 4b y CC1/2b
serotipo 1/2b, respectivamente. Ademas, se afiadié un control "sin molde" (NTC) y

un blanco de extraccion con buffer de lisis (B).
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores, tamafos de amplicdn y concentraciones
utilizadas en la reaccion de PCR.

ob?:tri‘v o Secuencia cebador (5’-3’) arLaprnggg ?peb) Conc?irr:tarlacién
mors EASSSICTIANICOTOS s s
oreorio [ ISTSSAMTISITIONTSS s
orrasto [ ACCAAMICCONMSTOR, a7

En la secuencia del cebador se especifica F= Forward y R= Reverse. Bases candnicas:
A = Adenina, C = Citosina, G = Guanina, T = Timina.

Los productos de PCR se visualizaron tras una electroforesis en gel de agarosa
al 2 % en buffer TAE 1X (Tris-acetato de 0,04 M, EDTA 1 mM, pH 8,0) previamente
tefiido con SYBR™Safe DNA Gel Stain 10.000X. Los productos de PCR se
sembraron con Thermo Scientific™ 6X DNA Loading Dye y se utilizé el marcador
de peso molecular de AccuRuler 100 bp Plus DNA Ready-to-Use Ladder. El gel fue
visualizado bajo luz ultravioleta en un transiluminador UV Transilluminator de

Cleaver Scientific Inc.

2.3 Analisis del gen de virulencia inlA

Inicialmente, se extrajo el ADN gendmico de la misma forma que en el punto
2.2.1. El anadlisis del gen de virulencia inlA se realiz6 mediante la secuenciacion de
los productos de PCR del gen que codifica para la proteina InlA utilizando tres
pares de cebadores disefiados por Magagna etal., (2022) y Gelbicova et al.,
(2015), utilizando el ADN genomico obtenido de la misma forma que en el punto
2.2.1.

Para la PCR a tiempo final se aplico el siguiente programa térmico: un paso de
desnaturalizacion de 3 minutos a 95 °C seguido de 35 ciclos de amplificacion de 30
segundos a 94 °C (paso de desnaturalizacion), 90 segundos a 55 °C (paso de

hibridacién) y 90 segundos a 72 °C (paso de extensién) y un paso final de
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extension a 72 °C por 10 minutos en un termociclador Eppendorf 5331

MasterCycler® Gradient Thermal Cycler.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 yL, con 2uL de 100
ng/uL de ADN extraido, 0,2 mM de dNTPs, 5 U NZYTaq |l DNA polymerase de
NZYtech, 1X Reaction Buffer de NZYtech y 500 nM de cada cebador de la region
correspondiente como se observa en la tabla 4. La concentraciéon de cloruro de
magnesio fue ajustada para lograr la especificidad de reaccion adecuada en las
diferentes regiones del gen. Por ello, la concentracion final de cloruro de magnesio
fue de 1,5 mM para las regiones 1y 3 y de 2 mM para la region 2. En cada corrida

se incluy6 un control "sin molde" (NTC).

Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar las tres
regiones del gen inlA
Regién Secuencia cebador (5’-3’) Posicion Tamaiio del
del gen (pb) amplicon (pb)
F: GATATCACTAAACGGCTCC
R: TAGTTTTGTTAGACCCGACA
F: TAAATCGGCTAGAACTATCCA

2 R GTCAATAAATTCCCAGCTTC 4971540 1043

F: YTATACCTTTAVCCAAYCTG
3 R TTCAYTTTGTGTCACTRSATC 410-(+218) 1208

En la secuencia del cebador se especifica F= Forward y R= Reverse. Bases
candnicas: A = Adenina, C = Citosina, G = Guanina, T = Timina. Bases
degradadas: Y = Pirimidinas (CoT),V=No T (A, C o G), R = Purinas (A o G)
S = Strong (C o G). Adaptado de Magagna et al., (2022) (pares de cebadores
1y 2) y GelbiCova et al., (2015) (par de cebadores 3).

1 (-170)-872 1042

El largo de los productos de PCR se verificd mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1.2 % en buffer TAE 1X (Tris-acetato de 0,04 M, EDTA 1 mM, pH 8,0)
pre tefido con SYBR™Safe DNA Gel Stain 10.000X. Los productos de PCR se
sembraron con Thermo Scientific™ 6X DNA Loading Dye y se utilizé el marcador
de peso molecular de Thermo Scientific™ GeneRuler 1kb DNA Ladder. El gel fue
visualizado bajo luz ultravioleta en un transiluminador UV Transilluminator de

Cleaver Scientific Inc.

Previo a la secuenciacion, se realizo la purificacion de los productos de PCR con

el kit DNA Clean & Concentrator®-25 de ZymoResearch para eliminar remanentes
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de cebadores, ADN gendmico y otros residuos de reaccion que pudieran dafar la
calidad del ADN obtenido. Posteriormente se enviaron a secuenciar los productos
de PCR mediante el servicio de secuenciacion por electroforesis capilar (CES, por
sus siglas en inglés) o Sanger de Macrogen, cada producto de PCR fue
secuenciado en sentido directo (5’ - 3’) e inverso (3’ - 5’) con los cebadores forward

y reverse, respectivamente, ver tabla 4.

Después de la secuenciacion, las seis secuencias de cada muestra se
depuraron, alinearon y ensamblaron en un unico contig de mas de 2400 pb con el
software BioEdit version 7.1.1 usando la secuencia tipo del gen inlA como plantilla
con numero de acceso MG922918.1

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/MG922918.1). Luego de identificar los

marcos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés) se analizaron las
secuencias proteicas obtenidas en busca de PMSCs utilizando el software BioEdit

version 7.1.1.

2.4 Evaluacion de la formacioén de biofilms

La evaluacion de la capacidad de formacion de biofilm para cada cepa se realizé
mediante el método de cultivo en placa de microtitulacion. Se realizaron tres
réplicas independientes por cepa. En cada réplica las cepas se analizaron por
triplicado (tres pocillos por cepa). Para ello se partié de un cultivo en medio TSB-YE
incubado a 37 °C durante 18 hs para alcanzar la fase estacionaria. Se realiz6é una
dilucion de cada cultivo en medio BHI (por sus siglas en inglés, Brain Heart
Infusion, composicion en un litro de medio: solidos de infusidon cerebral 12,5 g,
sélidos de infusion de corazén de res 5,0 g, peptona proteasa 10,0 g, glucosa 2,0
g, cloruro de sodio 5,0 g, fosfato disédico 2,5 g, pH 7,4 £ 0,2 a 25 °C) para alcanzar
una concentracién de 1.5 x 10® unidades formadoras de colonias/ml de la cual se
transfirieron 100 uL a tres pocillos de una placa de microtitulacion de poliestireno
estéril. En la placa de microtitulacion se afadieron 150 uL de agua destilada estéril
en los pocillos sobrantes para evitar la pérdida por evaporacion y los efectos de
borde de placa. Ademas, se afadié un blanco por triplicado de medio BHI sin
inocular. La absorbancia del blanco se tomd como basal y fue restada a cada valor

experimental.
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Las placas se incubaron a 37 °C y 20 °C por 24 y 48 horas respectivamente y la
densidad optica se midié en un Lector de placas, Multiskan EX, Thermo Scientific a
620 nm. Luego se removio el medio de los pocillos y tras enjuagar los pocillos tres
veces con 150 uL de agua destilada estéril se dejo secar la placa en posicion

invertida durante 45 minutos.

Para la tincion se agregd 150 uL de cristal violeta al 0.6 % en cada pocillo. Se
incubd la placa a temperatura ambiente durante 45 minutos y se enjuagaron los
pocillos tres veces con 150 uL de agua destilada estéril para eliminar el colorante
no unido. Finalmente, se agregan 200 uL de etanol al 95 % a cada pocillo para
solubilizar el cristal violeta y se incuba durante 30 minutos a 4 °C. Para medir la
densidad Optica se transfieren 200 uL de cada pocillo a una nueva placa de
microtitulacion y se mide la absorbancia a 620 nm en un lector de placas de

microtitulacion.

Para la interpretacion de los resultados se definié un valor de corte por densidad
optica (DO), denominado DOc, este se defini6 como el valor de la media de los
blancos mas tres desviaciones estandar por encima de los mismos.

De esta manera las cepas fueron clasificadas como (Stepanovi¢ et al., 2007):

- no formadoras de biofilm (DO < DOc)

- débiles formadoras de biofilm (DOc < DO < 2x DOc)

- formadoras moderadas de biofilm (2x DOc < DO < 4x DOc)

- fuertes formadoras de biofilm (4x DOc < DO)

2.5 Evaluacion de la resistencia de biofilms

El AL al 1 % se prepar6 a partir de una solucién concentrada de AL al 85 %
mediante una serie de diluciones con material aforado. Finalmente, se titulé con
una solucion estandar de hidroxido de sodio 0.1 M para conocer su concentracion

exacta y se registré el valor de pH = 2,41.

Para evaluar la resistencia de los biofilms, los mismos se formaron de la misma

forma que en el punto 2.4 pero previo al paso de tinciéon con cristal violeta se
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realizé la aplicacion del acido lactico. Para ello se agregaron 100 uL de la solucion
acido lactico al 1 %, dejando un tiempo de contacto de 5 minutos. Luego se
enjuaga tres veces en 150 pl de agua destilada estéril para eliminar el acido lactico
y se deja secar las placas en posicion invertida durante 45 minutos. Para finalizar
se prosigue con la aplicacion del cristal violeta hasta la medida de absorbancia en

el lector de placas de microtitulacion.

2.6 Analisis estadistico

Las pruebas realizadas en las secciones 2.5 y 2.6 se realizaron en tres ensayos
independientes con tres réplicas para cada ensayo. El analisis estadistico de los
resultados obtenidos fue realizado empleando la prueba ANOVA, SC tipo 1, LSD
Fisher, mediante el software InfoStat version 2020e con la finalidad de determinar

diferencias significativas (p < 0,05).
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3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion molecular
3.1.1 Confirmacién de género y especie a nivel molecular

En las figuras 4.A y 4.B se muestran los resultados obtenidos de la rt-PCR
realizada utilizando los pares de cebadores prs-2 (figura 4.A) y hlyA-146 (figura
4B) en las que se observa una sefal de amplificacion positiva de caracter
exponencial por encima del valor umbral para todos los aislamientos de Listeria
monocytogenes y para el control positivo ATCC® 19111. Para la cepa control
ATCC® 14028 utilizada como control negativo y el control NTC se observa una
sefal bajo el limite de deteccidn durante todos los ciclos. En las figuras 4.C y 4.D
se observa que la sefal obtenida para todas los aislamientos de Listeria y el control
positivo ATCC® 19111 utilizando los pares de cebadores prs-2 (figura 4.C) y
hlyA-146 (figura 4.B) presenta un unico pico por curva, indicando la presencia de
un unico producto de PCR con T,, de 76,75 °C (figura 4.C) y de 80,50 y 79,75 °C
(figura 4.D) confirmando que los aislamientos corresponden a la especie Listeria

monocytogenes (Barbau-Piednoir et al., 2013).

Ademas, en la figura 4.D, obtenida mediante amplificacion con el par de
cebadores hlyA-146 se observa que, los aislamientos se separaron en dos grupos
con T, diferentes, 80,50 y 79,75 °C. Los aislamientos L100A1, P20, L200 y L201
presentan una T,, mayor y segun Barbau-Piednoir et al., (2013) corresponden a
aislados de L. monocytogenes del grupo de serotipos 1/2b, 3b, 4b o 4c mientras
que los aislamientos L101B2, P24 y el control positivo ATCC® 19111 que presentan
una T, menor corresponderian a aislados de L. monocytogenes del grupo de
serotipos 1/2a, 1/2c, 3a, 3c, 4a, 4d o 4e, en donde efectivamente el control positivo
ATCC® 19111 pertenece al serotipo 1/2a.
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Figura 4. A y B. Sefal de fluorescencia en funcion del numero de ciclo para el producto
de amplificacion obtenido con el par de cebadores prs-2 (A) y hlyA-146 (B). Threshold =
umbral C y D. Curvas de disociacion (melting) como diferencia de fluorescencia medida
sobre diferencia de temperatura en funcion de la temperatura para el producto de
amplificacién obtenido para los pares de cebadores prs-2 (C) y hlyA-146 (D).
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Se observa que el valor especifico de las T,, obtenidas con ambos pares de
cebadores presenta un corrimiento de aproximadamente 5 °C respecto a los
reportados por Barbau-Piednoir et al., (2013) y presentados en la Tabla 2. Este
corrimiento puede deberse, en parte, a diferencias en la fuerza i6nica del medio de
reaccion dadas por el uso de una PCR mastermix diferente a la utilizada por el

autor.

En resumen, de acuerdo a los resultados observados podemos afirmar que los
aislamientos L100A1, P20, L200 y L201 pertenecen al género Listeria, a la especie
L. monocytogenes y al grupo de serotipos 1/2b, 3b, 4b y 4c, mientras que los
aislamientos L101B2 y P24 pertenecen al género Listeria, a la especie L.

monocytogenes y al grupo de serotipos 1/2a, 1/2c, 3a, 3c, 4a, 4d y 4e.

3.1.2 Serotipificacion molecular por PCR

En la figura 5 se observa el gel de agarosa con las diferentes bandas
correspondientes a los fragmentos obtenidos tras la PCR multiplex de Doumith
et al., (2004). En primera instancia, los controles que se observan en los carriles
NTC y B son los esperados ya que no se observan productos de PCR a excepcién
de una banda de tamafo menor a 100 pb que podria corresponderse con dimeros
de cebadores, los cuales también se observan en los demas carriles. Los
resultados obtenidos en los carriles correspondientes a las cepas control se
visualizan en la seccidon derecha del gel en el siguiente orden, ATCC® 19111
(serotipo 1/2a), CC1/2b (serotipo 1/2b), CC1/2c (serotipo 1/2c) y ATCC® 13932
(serotipo 4b). Las bandas obtenidas son del tamafio esperado para cada serotipo
reportado y concuerdan con el patron de bandas indicado por Doumith et al.,
(2004) para cada serogrupo (Tabla 1 y 3). Ademas, para la cepa de Salmonella
ATCC® 14028 (control negativo) no se observan bandas bien definidas como era
esperado. En la seccién izquierda del gel podemos observar el patron de bandas
obtenido para los diferentes aislados de L. monocytogenes. Los aislados L100A1,
L200 y L201 presentan un patrén de bandas correspondiente al serogrupo l.a y
coincide con el de la cepa de referencia ATCC® 13932 del serotipo 4b. El aislado
P20 presenta un patron de banda correspondiente al serogrupo 1L.b igual al de la

cepa CC1/2b del serotipo 1/2b, mientras que los aislados L101B2 y P24 presentan
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un patron de banda correspondiente al serogrupo Il.a e igual al de la cepa de
referencia ATCC® 19111 del serotipo 1/2a.

19111 CC CC 13932
MPM L100A1 L101B2 L200 L201 P20 P24 MPM NTC B 1/2a 1/2b 1/2c 4b 14028 MPM

- =
=% =

e s ; -~

. $m01118 8
<Imo0737 » [ P—]

s ORF2110 »
Neitle®

« ORF471»
<prs»

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de fragmentos de ADN generados por
PCR multiplex. De izquierda a derecha: MPM (Marcador de peso molecular), Aislados
L100A1, L101B2, L200, L201, P20, P24, MPM, control "sin molde" (NTC), blanco de
extraccion (B), cepa de referencia ATCC® 19111 serotipo 1/2a, CC1/2b, CC1/2c, cepa de
referencia ATCC® 13932 serotipo 4b, control negativo Salmonella ATCC® 14028 y MPM.
La ubicacion de los genes correspondientes a los fragmentos amplificados se indica en el
centro de la figura de acuerdo al tamafo de amplicon esperado y se indica el tamano en
pares de bases (pb) de algunas bandas relevantes del MPM en los bordes del gel.

La serotipificacion molecular indica que L100A1, L200 y L201 pertenecen al
serogrupo molecular l.a descrito por Doumith etal., (2004) que contiene los
serotipos 4b, 4d y 4e, los aislados L101B2 y P24 pertenecen al serogrupo
molecular Il.a que contiene los serotipo 1/2a y 3a y el aislado P20 pertenece al
serogrupo molecular I.b que contiene los serotipos 1/2b, 3b y 7. Sin embargo,
debemos recordar que dentro de cada serogrupo los serotipos 1/2a, 4b, 1/2by 1/2¢
son los mas abundantes entre los aislados de origen humano y alimentario, por lo
que podemos inferir que L100A1, L200 y L201 pertenecen al serotipo 4b, L101B2 y
P24 pertenecen al serotipo 1/2a y P20 al serotipo 1/2b (Doumith et al., 2004).

Si bien el numero de aislamientos analizados en este estudio es reducido, los
datos obtenidos concuerdan con lo descrito por Bosilevac et al., (2007) y Braga
et al., (2017) quienes reportaron la presencia de los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b
en aislados de carne y alimentos uruguayos respectivamente. Ambos trabajos
encontraron que los serotipos 1/2b y 4b son los mas abundantes, seguidos de 1/2a
y 1/2c.
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3.2 Andlisis del gen de virulencia inlA

Los resultados de la amplificacion por PCR de las tres regiones del gen inlA para
los aislamientos estudiados y cepas de referencia se muestran en la Figura 6. Se
obtuvieron productos de PCR de los tamaros esperados, 1042 pb para la region 1,

1043 para la region 2 y 1208 para la region 3 (Magagna et al., 2022).

Region 3

Figura 6. Gel de agarosa al 1,2 % sembrado con el producto de
PCR obtenido tras la PCR descrita por Magagna et al., (2022) para
las regiones 1, 2 y 3. NTC = control sin molde. MPM = Marcador de
peso molecular 1kb, se indican la posicion de las bandas de 1500
pb y 1000 pb en los bordes de cada gel.

Los productos de PCR para cada region se purificaron obteniéndose entre 27 y
50 ng/uL de ADN por reaccion con una relacién de absorbancia a 260 nm sobre
280 nm (A260/280) de entre 1,76 y 1,85. Tras obtener las seis secuencias de cada
cepa, se analizaron los cromatogramas obtenidos y se descartaron las secuencias

de mala calidad. Estas fueron, la region 1 de la cepa L201 y la region 3 de las
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cepas ATCC® 13932 y L100A1 que coinciden con extractos de ADN de baja

concentracion y/o relacion A260/280.

Las secuencias con calidad adecuada se verificaron mediante la herramienta
BLAST y todas arrojaron un porcentaje de homologia entre 99,9 y 100 % con
secuencias correspondientes al gen inlA de Listeria monocytogenes. Una vez
confirmada su identidad las secuencias se depuraron, alinearon y ensamblaron en
un unico contig de 2400 pb con el software BioEdit version 7.1.1 usando la
secuencia tipo del gen inlA como plantilla con numero de acceso MG922918.1. Las
secuencias de nucledétidos ensambladas para cada aislamiento se muestran en el
anexo 1. Las secuencias obtenidas presentaron un porcentaje de homologia de
entre 96 y 100 % con la secuencia tipo MG922918.1. Luego de identificar los ORFs
se analizaron las secuencias proteicas obtenidas en busca de PMSCs. Las

secuencias de aminoacidos para cada aislamiento se muestran en el anexo 2.

Las secuencias proteicas obtenidas presentaron un porcentaje de homologia
entre ellas de 97 y 100 %. Ademas, se observa que el codon de inicio de todas las
secuencias codificantes para la proteina InlA es GTG, un coddn de inicio presente
en procariotas con una frecuencia levemente menor que el tipico codon AUG y que
lleva a variaciones en los niveles de expresion de la proteina a la que precede
(Belinky et al., 2017).

La secuenciacion del gen inlA revel6 que las cepas L101B2, L200, P20, P24, y
las de referencia CC1/2b, ATCC® 13932 y ATCC® 19111 presentan la secuencia
completa de la proteina InlA con 800 aa y en la cepa CC1/2c se encontrd una unica
mutacion PMSC de tipo 11. Este PMSC se genera por la mutacion de una guanina
por una adenina en la posicion 2054 del gen que provoca el cambio del aminoacido
triptéfano en el residuo 685 por un codon Stop (TAG). La presencia de esta

mutacidn genera una proteina trunca de 684 aa en lugar de 800 aa.

Para el analisis de la cepa L201 fue necesario ensamblar un fragmento de la
secuencia tipo con las secuencias obtenidas para las regiones 2 y 3, para poder
identificar los ORFs de la secuencia y determinar que no existen mutaciones de

tipo PMSC en las regiones analizadas (regiones 2 y 3). En el caso de la cepa
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L100A1 se analizaron solo las secuencias disponibles, es decir, regiones 1y 2,y
no se encontraron mutaciones sin sentido en este fragmento, pero no es posible
descartar la presencia de mutaciones sin sentido que se posicionan en la region
faltante. Respecto a la cepa ATCC® 13932, se analizé la similitud de las
secuencias obtenidas con la secuencia disponible en ATCC, al constatar un 100 %
de homologia se procedio a realizar el analisis con la secuencia completa del gen

inlA en donde no se presentan mutaciones sin sentido.

Nuestros resultados son consistentes con los reportados por Jacquet et al.,
(2004) y Handa-Miya et al., (2007) en que todas las cepas de los serotipos 1/2b y
4b no presentaron ningun codon sin sentido en la secuencia del gen inlA. En
cuanto a las cepas del serotipo 1/2a se han reportado PMSC en un 17 % (Jacquet
etal, 2004) y 3 % (Handa-Miya et al., 2007) de las cepas estudiadas., en el
presente trabajo las dos cepas 1/2a L101B2 y P24 no presentaron PMSC.
Finalmente se encontré una mutacion sin sentido en la cepa 1/2c, lo que también
concuerda con lo presentado por Jacquet et al., (2004) quien reporté un 100 % de
internalinas truncadas en los aislados del serotipo 1/2c, tanto clinicos como

alimenticios.

Como se ha mencionado, la internalina A se puede utilizar como biomarcador
para estratificar la virulencia de las diferentes cepas, esto se debe entre otros
factores a que la expresion de la InlA de longitud completa esta altamente asociada
con cepas aisladas de casos clinicos. Los aislados clinicos que presentaron la
internalina A completa fueron un 97 % para el serotipo 1/2a y un 100 % para los
serotipos 1/2b y 4b (Jacquet etal.,, 2004). De esta forma, de acuerdo a los
resultados obtenidos en nuestro estudio en donde encontramos que las cepas
estudiadas poseen el gen que codifica para la proteina InlA de largo completo
posiblemente no tendrian su potencial patogénico disminuido, siendo capaces de

causar infeccion.

3.3 Evaluacion de la formacion de biofilms

Todos los aislamientos estudiados incluidas las cepas de referencia crecieron

tanto a 37 °C, su temperatura 6ptima de crecimiento, como a 20 °C (Figuras 7.Ay
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7.B), mostrando diferencias significativas (p < 0,05) entre cepas (Figuras 7.A 'y 7.B).
Comparando cada cepa segun su condicion de incubacion podemos ver que P24,
P20, CC1/2c, ATCC® 19111 y CC1/2b crecen significativamente (p < 0,05) menos a
37 °C por 24 hs que a 20 °C por 48 hs, mientras que L100A1, L101B2, L200, L201
y ATCC® 13932 no varian en su crecimiento entre las dos condiciones (Figura 8).
En esta comparacion se involucran dos factores que influyen en el crecimiento, ya
que por un lado tenemos la temperatura de crecimiento y por otro el tiempo de
incubacion, sin embargo, las diferencias encontradas para P24, P20, y para las
cepas de referencia CC1/2c, ATCC® 19111 y CC1/2b podrian indicar que son

cepas mejor adaptadas a ambientes frios.

[=]

Abs (620 nm)

Figura 7. Gréfico de densidad oéptica (abs a 620 nm) de las diferentes cepas tras
incubacién a 37 °C por 24 horas (A) y 20 °C por 48 horas (B). Se representa la
media con su error estandar (n = 3). *°PE |etras diferentes indican diferencia
significativa (p < 0,05) entre cepas para una misma condicién de crecimiento.
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Figura 8. Grafico de densidad 6ptica (abs a 620 nm) de las diferentes cepas
tras incubacién a 37 °C por 24 horas y 20 °C por 48 horas. Se representa la
media con su error estandar (n = 3). *B Letras diferentes indican diferencia
significativa (p < 0,05) entre condiciones de crecimiento para una misma cepa.

La capacidad de formar biofilm se determin6é de acuerdo a los valores de corte
calculados de acuerdo a lo descrito en la seccion 2.3, indicando que las cepas con
valores de absorbancia menores a 0,117 son no formadoras de biofilm; entre 0,117
y 0,234 son débiles formadoras; entre 0,234 y 0,468 son formadoras moderadas y

mayor que 0,468 son formadoras fuertes.

Segun la clasificacion, cuando las cepas se incubaron a 37 °C por 24 hs se
observa que L201, L100A1, P24, L200, ATCC® 13932 y CC1/2c no formaron
biofilms, P20 y ATCC® 19111 fueron formadoras débiles y L101B2 y CC1/2b se
clasificaron como formadoras moderadas de biofilm (Figura 9.A). Mientras que
cuando las cepas se incubaron a 20 °C durante 48 hs L100A1, P24, ATCC® 13932,
CC1/2c y ATCC® 19111 no formaron biofilms, los aislados L200, L201, P20 y
L101/B2 se clasifican como formadoras débiles de biofiims, y CC1/2b como

formadora moderada de biofilm (Figura 9.B).
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Figura 9. Grafico de densidad 6ptica (abs a 620 nm) de la biomasa de
biofilm formada tras incubacién a 37 °C (A) por 24 horas y 20 °C por 48
horas (B). Lineas horizontales indican los valores de corte para los
niveles de formacion de biofilm. ABCCEF | etras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0,05) entre cepas para una misma condicion
de formacion de biofilms.
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Figura 10. Comparacion de biofiim para las cepas
formadoras segun temperatura de incubacion. Se representa
la media y el error estandar (n = 3). Letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0,05) para una misma cepa entre
condiciones de formacion.

Al comparar cada cepa formadora de biofilm segun la condicion de crecimiento
(figura 10) se observa una tendencia no significativa (p > 0,05) a formar menos
biofilm a 20 °C durante 48 hs que a 37 °C durante 24 hs para las cepas L101B2,
P20 y CC1/2B, y significativa (p < 0,05) para la cepa ATCC® 19111. Los aislados
L201 y L200, ambos serotipos 4b presentan niveles de formacién de biofilm bajos,
y se observa una tendencia mayor a formar biofilms a 20 °C durante 48 hs siendo

significativa (p < 0,05) s6lo para L201.

Los factores que mas influyen sobre la formacion de biofilms de Listeria
monocytogenes son la temperatura, el valor nutritivo del medio de cultivo y el
serotipo (Kadam et al.,, 2013). Los resultados presentados en la bibliografia no
siempre son concordantes, Poimenidou et al., (2016) mostré que todas las cepas
estudiadas, de los serotipos 4b, 1/2a y 1/2c, formaban niveles mas altos de biofilms
luego de 72 hs de incubacién en TSB a 20 °C que a 37 °C. Por el contrario,
Barbosa et al., (2013), demostré que la produccion de biofilms en superficies de
poliestireno fue significativamente mayor a 37 °C que a 4 °C durante 24 horas.
(Kadam et al., 2013), reporta que los serotipos 1/2b y 1/2a son siempre mejor
formadores de biofilm que el serotipo 4b en medios nutritivos. Los resultados del
presente trabajo, si bien refieren a pocos aislamientos, concuerdan parcialmente

con lo reportado, sugiriendo que las cepas formadoras de biofilm forman mas a 37
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°C que a 20 °C, ademas que a 37 °C las cepas P20 (1/2B), L101B2 (1/2a) y
CC1/2b, son formadoras débiles y moderadas mientras que la mayoria de las
cepas del serotipo 4b son no formadoras. Las diferencias observadas con los
distintos reportes pueden deberse en parte a las diferencias entre cepas que

pueden ser mas significativas que el factor serotipo (Kadam et al., 2013).

3.4 Evaluacion de la resistencia de biofilms

En la figura 11 se observa la cantidad de biomasa de biofilm formada para las
diferentes cepas formadoras de biofilms a 37 °C por 24 hs y 20 °C por 48 hs, cada
una con su biomasa de biofilm remanente tras la aplicacién de AL al 1 % durante 5
minutos. Se observan diferencias significativas (p < 0,05) para las cepas L200
(serotipo 4b) y CC1/2b unicamente a 20 °C por 48 hs, lo que indica cierta
susceptibilidad de estas cepas al tratamiento con AL. El biofilm formado a 37 °C por
24 hs de las cepas L101B2, P20, CC1/2b y ATCC® 19111 presentan resistencia
contra el tratamiento al igual que el formado por las cepas L101B2, L201 y P20 a
20 °C por 48 hs. Sin embargo, se observa una tendencia del AL a disminuir la
biomasa de biofilm adherido a la superficie de poliestireno que no llega a ser

significativa (p > 0,05).
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Figura 11 Grafico de densidad optica (abs a 620 nm) de la biomasa de biofilm
formada y su remanente tras la aplicacién de AL al 1 % durante 5 minutos.
Se representa la media y el error estandar (n = 3). 8 Letras diferentes indican
diferencia significativa (p < 0,05) tras el tratamiento para una misma cepa en
una misma condicion.
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Esta resistencia puede deberse a diversos factores, por un lado, los aislados de
ambientes frigorificos dado que ya han sido expuestos al AL podrian haber
generado cierta resistencia a sucesivas exposiciones al AL (Koohmaraie et al.,
2005; Yang et al., 2009). Por otro lado, la eficacia del AL puede verse disminuida
debido al efecto protector de la matriz extracelular propia del biofilm que dificulta la
difusion del AL hacia las células que lo componen. Adicionalmente, el estado
fisioloégico de las células que componen el biofilm es diferente al de las células
plancténicas, lo que podria suponer un mecanismo de resistencia adicional de este
tipo de biofilms hacia el AL, similar a la resistencia informada por (Pan et al., 2006)
en biofilms de L. monocytogenes a desinfectantes a base de compuestos de

amonio cuaternario y cloro (Purkrtova et al., 2010).

Por otro lado, la accién del AL depende no solo de la forma de aplicacién del
mismo, sino que también es cepa-dependiente. Por lo que las diferencias
morfoldgicas y/o fisioldégicas entre cepas generan variabilidad en la sensibilidad de
la bacteria al desinfectante (Bucur etal., 2018). Si a esto se afiaden los datos
reportados por Kadam et al., (2013), en donde las diferencias en la capacidad de
formacion de biofilms se deben a diferencias entre cepas de L. monocytogenes y
no solo a diferencias entre serotipos, podrian explicarse las diferencias observadas
en la accion del AL como antimicrobiano en las cepas formadoras de biofilm

estudiadas.
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3.5 Resumen de resultados

Los resultados obtenidos tras la caracterizacion de las 10 cepas de L.

monocytogenes involucradas en este estudio se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos

Formadora de biofilms

Resistencia del

Cepa Serotipo Linaje Origen PMSC 37 °C 24 e 20 °C 48 he biofilm al AL
L100A1 4b I Carne de vaca No' No No -
L101B2 1/2a Il Carne de vaca No Moderada Débil Resistente
P20 1/2b I Carne de pollo No Débil Débil Resistente
P24 1/2a Il Carne de pollo No No No -
L200 4b I Carne de cerdo No No Débil Sensible
L201 4b I Carne de cerdo No? No Debil Resistente
CC1/2b 1/2b I - No Moderada Moderada Sensible a 20 °C
CC1/2c 1/2c Il - tipo 11 No No -
A1TQC11C1® 1/2a Il Aves de corral No Deébil No Resistente
Ay 4b | FLE}:?}:E;I No No No i

Se muestra serotipificacion molecular y linaje asignado, origen del aislamiento, 2 presencia de codones
de stop prematuros en el gen de la proteina internalina A, formacién de biofilms a 37 °C por 24 hs y 20
°C por 48 hs y resistencia de los biofilm formados frente al tratamiento con AL al 1 % durante 5

minutos. ' no se encontraron en las regiones 1y 2 del gen. 2 no se encontraron en las regiones 2y 3

del gen.
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4. Conclusiones

Se logro caracterizar a nivel molecular el conjunto de seis aislamientos
provenientes de muestras carnicas de vaca, pollo y cerdo, extraidas de distintos
establecimientos de Uruguay. Se confirma el género Listeria y la especie
monocytogenes para todos los aislados y se identificaron sus serotipos, siendo los
aislados de carne de vaca L100A1 y L101B2 serotipos 4b y 1/2a, respectivamente,
los aislados de carne de pollo P20 y P24, serotipos 1/2b y 1/2a, respectivamente y
los aislados de carne de cerdo L200 y L201, serotipos 4b ambos. Inicialmente
estaba prevista la tipificaciéon por PFGE (Electroforesis de campos pulsados) de los
aislamientos que no se pudo realizar por fallas en el equipo, por lo tanto, queda
pendiente la tipificacion a nivel de cepa que podria ser realizada en un futuro ya

sea por PFGE o por secuenciacion de genoma completo.

A partir del analisis de la secuencia nucleotidica del gen inlA, se identificé la
presencia de mutacion de codon de terminacion prematuro de tipo 11 en el gen de
la internalina A unicamente en la cepa CC1/2c (Instituto de Higiene) generando una
proteina trunca de 684 aminoacidos. Las cepas L101B2, L200, P20, CC1/2b, P24,
ATCC® 13932 y ATCC® 19111 presentan la secuencia completa de la proteina InlA
de 800 aa y no se hallaron mutaciones PMSC para las regiones analizadas de las
cepas L100A1 y L201. La precision de este analisis depende de la calidad de las
secuencias de ADN obtenidas y de la tasa de error durante la secuenciacion. En
particular la secuenciacion Sanger tiene una tasa de error de 0.001 % (Camargo
et al.,, 2018) lo que sugiere que la mutacidon encontrada es real y no un artefacto
metodologico. En cuanto a la calidad de las secuencias se obtuvieron algunos
malos resultados y por eso hubo fragmentos que no se pudieron analizar. Estas
secuencias de baja calidad posiblemente se debieron a que el ADN enviado a
secuenciar fue insuficiente y/o de mala calidad provocadas por una purificacion

ineficiente de los productos de reaccion de PCR (Crossley et al., 2020).

De acuerdo a lo presentado por Jacquet et al., (2004); Nightingale et al., (2008);
Su etal., (2019) las cepas estudiadas que poseen el gen que codifica para la
proteina InlA de largo completo posiblemente no tendrian su potencial patogénico

disminuido, siendo capaces de causar infeccién. Esto debe evaluarse en ensayos

47



de invasion utilizando células como las Caco-2, linea celular similar a los
enterocitos que se utiliza como modelo de barrera epitelial intestinal. Como
perspectiva a futuro nos planteamos analizar los niveles de expresion del gen inlA
mediante una rt-PCR cuantitativa de las diferentes cepas y evaluar la
patogenicidad de las diferentes cepas de listeria monocytogenes, realizando el

analisis de invasion de células Caco-2 (Pine et al., 1991).

Se evalud la capacidad de formacién de biofilms de las diferentes cepas y se
encontré que las cepas P20, L101/B2 y CC1/2b de los serotipos 1/2a y 1/2b son
formadoras débiles y moderadas de biofilm en ambas condiciones estudiadas con
una tendencia no significativa (p > 0,05) a formar menores biofilms a 20 °C. Mientras
que, la cepa ATCC® 19111 (serotipo 1/2a) solo es capaz de formar biofiims a 37 °C
y los aislados L200 y L201 fueron las unicas del serotipo 4b capaces de formar
biofims y solamente a 20 °C. Aparte del efecto de la temperatura sobre la
formacion de biofilm se observan diferencias entre cepas sin embargo no se puede
concluir debido al bajo numero de cepas usadas en este estudio si esas diferencias
se deben al serotipo o a diferencias entre cepas. Se observé sensibilidad al AL
aplicado al 1 % durante 5 minutos unicamente sobre el biofilm formado a 20 °C por
L200 (serotipo 4b) y CC1/2b, sin embargo, se observa una tendencia no
significativa del tratamiento a disminuir la biomasa de biofilm adherido a la
superficie de poliestireno. Se deberian ensayar concentraciones de AL mayores a 1

% yl/o tiempos de exposicidbn mas prolongados.

Por otra parte, el método de estudio utilizado para el analisis de los biofilms
presenta un error intrinseco grande que dificulta la reproducibilidad de los datos.
Esto se debe a las caracteristicas de la técnica, por un lado, implica humerosos
pasos de manipulacion que provocan diferencias entre las réplicas individuales de
un mismo inoculo. Ademas, las condiciones estaticas de los medios en los pocillos
de microtitulacion, generan gradientes de oxigeno y nutrientes, por lo que
dependiendo del microambiente en el pocillo individual se genera un desarrollo
heterogéneo del biofilm que contribuye a la variabilidad del método.
Adicionalmente, la utilizacién de cristal violeta como método de tincion agrega
variacion a los resultados, ya que el mismo se une a las células y los componentes

de la matriz extracelular que conforman el biofilm, pero no discrimina entre células

48



viables adheridas al biofilm y células muertas que pudieran haber quedado
atrapadas en la matriz tras la aplicacién del antimicrobiano. Pequenas diferencias
en estos componentes se ven amplificadas por la unidon del cristal violeta y

contribuyen a la variabilidad de los resultados (Kragh et al., 2019).

En este trabajo fue necesario realizar por lo menos tres réplicas por cepa en
cada placa de microtitulacién, la cual también se realizé tres veces para cada
condicion de estudio. Aun asi los errores asociados a las medidas son grandes y
pueden impedir determinar diferencias significativas entre cepas y/o condiciones.
Para mejorar estos resultados se plantea realizar un mayor numero de réplicas y la
utilizacion de técnicas alternativas en las que se realice el recuento de L.

monocytogenes viables en biofilms (Kragh et al., 2019).

Adicionalmente, para encontrar una posible relacidén entre cepas y su capacidad
de formar biofilms y resistir al acido lactico se deberia ampliar el rango de estudio
adicionando un numero mayor de ejemplares por serotipo y a su vez disefiando un
tratamiento que genere mejores niveles de reduccion ya sea aumentando el tiempo
de contacto o la concentracién del AL. En la misma linea, como perspectiva a
futuro se plantea la evaluacién de la capacidad de formacion de biofiims en
cupones. Estos son placas de poliestireno de alta densidad que se utilizan
ampliamente en la industria para el transporte de las carnes por lo que estan en
contacto directo con el alimento crudo. Este experimento nos permitira evaluar con
mayor exactitud la capacidad formadora de biofims de las diferentes cepas

circulantes en el pais (Yang et al., 2009).

En cuanto a la correlacién entre la presencia de PMSC y la formacion de biofilms
los resultados obtenidos no son suficientes para concluir si la presencia de la
proteina trunca puede influir en la produccion de biofilms mas resistentes como
esta reportado (Franciosa et al., 2009; Piercey et al., 2016). Contrariamente a lo
reportado, en este estudio la unica cepa CC1/2c portadora de PMSC no es
formadora de biofilm en las condiciones ensayadas. Para mejorar el alcance del
estudio y lograr inferir posibles relaciones entre la internalina y biofilms sera

necesario incluir un mayor numero de aislados.
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6. Lista de abreviaturas

ETAs - enfermedades transmitidas por alimentos
OMS - Organizacion Mundial de la Salud

ARN - Acido ribonucleico

Spp - especies

inl - internalina

LLO - Listeriolisina O

PLC - fosfolipasas C

PC-PLC - fosfatidilcolina-PLC

PI-PLC - fosfatidilinositol-PLC

DAG - diacilglicerol

LIPI - Islas de patogenicidad de listeria

LRR - repeticion rica en leucina

aa - aminoacidos

IR - inter-repeat

ADN - Acido desoxirribonucleico

PMSCs - Codones de STOP prematuros

pb - pares de bases

EPS - sustancias poliméricas extracelulares
RTE - alimentos listos para el consumo

ATP - adenosin trifosfato

PM - peso molecular

AL - &cido lactico

BHI - Brain Heart Infusion

TSB-YE - caldo triptico de soya, suplementado con extracto de levadura al 0,6 %
PCR - reaccioén en cadena de la polimerasa
rt-PCR - reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
ATCC - American Type Culture Collection

C, - ciclo umbral

T., - temperatura de disociacion

dNTPs - desoxirribonucledtidos trifosfato

CES - secuenciacion de electroforesis capilar
ORFs - marco abierto de lectura

DO - densidad éptica

A260/280 - absorbancia a 260 nm sobre 280 nm



7. Anexo

Anexo 1. Secuencias del gen inlA obtenidas para las diferentes cepas
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L101B2 CRATEACEETETRACARCATCECARACAGTAGATEATCARCECTEGTTACREGRACETACACCACEARC ABREGAECGETIATACTET CHERGRC TG TATGACCCARBRAC TGRTGRTGACARGTCEEA TEICGCRR
L100AL
.201 CAGTAGA c G TACGGCA c G ATAC ol TATGACGCE
1.200 —CAGTAG G A CTACGGC 3 3 TATA T GTATGACGEC
ccl/2e CRGTAGE c G TACGGCE c G ATAC T TATGACGCE
P20 CRGTAGE c G TACGGCE c G ATAC C TATGACGCE
ccl/2b CRGTAGE c G TACGGCE c G ATAC C TATGACGCE
D24 CRGTAGE c G TACACCE c G ATAC T TATGACGCE
13932 cagtaga [od g tacggca [od g atac c tatgacgca
19111 CAGTAGA c G TACACCA c G ATAC c :
Mc922918 CAGTAGA c G TACACCA c G ATAC ol
;I"""'"'""'"'""""""""""""'""'"'"'""'"'"'""'"'"'""'"'"'"'""'"'"'""'"'"'""'"""""""""""'
S 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970
L101B2 CTAGCA.ABTGC'TGCTA_CBTCAC"I.BTATGCCCA.TBTAGCGC.A.TBGCTATBCAGCA.CG'I-GATG'I.GBTGIA-TCA.CGBCTCA.GCBGTBGACTBTCA.GIAC'I.CTA-GA.C.A-GGCAC'AI
L100A1
L.201 CTAGTARGATGCETGCT CATCAE ATATGCTCAETATAGCG TAGCTATACAGCRECC GATG ACABCGACTCABGCAGTAGRCTATCE
.200 ACTAGTARGATGECTEC ACATC TATATGCTCRRTATAGC ATAGCTATACRGCARC TGAT ARCARCGACTCRAGCAGTAGACTATC
ccl/2c CTAGCARRATGCCTGCT CATCAE ATATGCCCRARATATAGCG TAGCTATACAGCRACG GATG TCARCGACTCRARGCAGTRGACTATCE
D20 CGAGTARGATGCCTGCT CATCAE ATATGCTCAATATAGCG TAGCTATACAGCRACC GATG ACAACGACTCARGCAGTAGARCTATCE
ccl/2b CTAGTARGATGCCTGCT CATCAE ATATGCTCAATATAGCG TAGCTATACAGCRACC GATG ACAACGACTCARGCAGTAGARCTATCE
D24 CTAGTARGATGCCTGCT CATCAE ATATGCTCAATATAGCG TAGCTATACAGCRACC GATG ACRACGACTCABGC-AGTAGACTATC
13932 ctagta@gatgcetgct catca atatgctcaatatagcg tagctatacagcaacc gatg acaacgactcaagcagtagactatca
19111 CTAGCARRATGCCTGCT CATCAE ATATGCCCRAATRATAGCG TAGCTATACAGCRACG GATG TCARCGACTCRARGCAGTRAGACTATCE
ME922918 |CTAGCRARATGCETGCT CATCAE ATATGCCCRAATATAGCG TAGCTATACAGCRACG GATG TCABCGACTCRARGCAGTRAGACTATCE
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
= 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2080 2100 2110 2120 2130
L101B2 CGREEGCEGEATATACTES CARECGECTIGETATCACGRERERRCAGATCEGAEARRE TCEEA TETT G CGACGGATARRA TG CEAGCARATGACATEACGCTGTACGCTCAETETACGAEREBATCE TCTCECACEACEREC:
L100AL1
.201 c G ATATAC c TATGACG T T 1 GCGACRAGAT AGC TGATATHEACGCTGTACGCTCR
.200 A B GATATE T GTATGAC G ) G TGCGACRGA CAG ATGATATTACGCTGTACGECTC
ccl/2e c G ATATAC c TATGACG G T A GCGRCGGAT BGC, TGARCATEACGCTGTACGCTCE
P20 ol G ATATAC c TATGACG T T A GCGACAGAT AGC, TGATATEACGCTGTACGCTCR
ccl/2b C G ATATAC c TATGACG T T A GCGRCRGAT BGC, TGATATEACGCTGTACGCTCE
p24 A B GATATE T GTATGAC G ) G TGCGACRGA CAG ATGATATTACGCTGTACGECTC
13932 o] q atatac [od tatgacg t t a gcgacagat agc tgatatifacgctgtacgctca
19111 c G ATATAC c TATGACG G T A GCCGACGGAT AGC, TGACATEACGCTGTACGCTCE
Mc922918 c G ATATAC c TATGACG G T A GCGRCGGAT AGC, TGRCATEACGCTGTACGCTCE
dlllllllll'lllllllllllllI|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
= 2140 2150 2160 180 2190 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270
L101B2 Z-’s.CTG'A(:Z-’s.CACAC'GC'TACAACA-TA.CG.CG-Z-'s.TACTACZ-‘sC'AC"I.ClGCZ-’s-TATAClTG.Z-’s.GCGACACATCTZ-’s.CACATCZ-’s.CTG-AATTCAGCCAGCACABCABGTACABTGABCGCTTATGBCCI
L100AL
201 cTdBa CACTCEGCEGACTAC THACGE2 CACTACACER GC TATACET GCAACACATCTAACACATCRECT AATTCAGCTAGCACARCAAGTACAATGAACGCTTATGACC!
L200 ACTEG ACACTCCGECGRCTA ATARCEG ACACTACACC cG ATATACC AGCRACACATCTARCACATCARC G-AATTCAGCTAGCACARCARGTACAATGAACGCTTATGA!
ccl/2e CTGEA CACRCCGCCTACARC TAACGEC TACTACRCCAR GC TATRCCT GCGACRCATCTAACACATCRACT ARTTCAGCCAGCACARCRARGTACAATGARCGCTTATGACC!
P20 CTGEA CACTCCGCCGARCTAC TAARCGER CACTACACCA GC TATACCT GCRACACATCTRACACATCRACT ARTTCAGCTAGCACARCRAGTACAATGRACGCTTATGACC!
ccl/2b CTGEA CACTCCGCCGRCTAC TARCGER CACTACACCE GC TATACCT GCRACARCATCTAACACATCRACT AATTCAGCTAGCACARCRAGTACAATGARCGCTTATGACC!
p24 ACTEG ACACGCCGECGACTA ATARCEG ATACTACACC cG ATATACC AGCGACACATCTARCACRTCARC GARTTCAGCTAGCACRACAAGTACRATGRAACGC———TTAT
13932 ctgfa cactcg@gcgegactac taacg@a cactacacga gc tatacet gcaacacatctaacacatcaact aattcagctagcacaacaagtacaatgaacgcttatgaco
19111 CTGEA CACACCGCCTACARC TAACGEC TACTACACCAE GC TATACCT GCGACRCATCTAACACATCRACT AATTCAGCCAGCACARCRAGTACAATGARCGCTTATGACC!
McS922918 CTGEA CACACCGCCTACARC TAACGEC TACTACACCAE GC TATACCT GCGACRCATCTAACACATCRECT AATTCAGCCAGCACAACAAGTACAATGAACGCTTATGACC!
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CTTATAATTCAARAGRAGCTTCACTCCCTACRACTGGCGATAGCGATAATGCGCTCTACCTTTTGTTAGGGTTATTAGCAGTAGGRACTGCAATGGCTCTTACEARRARRAGCACGTGCTAGEARATAG

CTTATAATTCAAAAGAAGCTTCACTCCCTACAACTGGETEATAGC AT ARATGCGCTCTACCTGTTGATAGGATTGTTAGCAGTAGGAACTGCAGTGGCTCTTACTARARAAGCACGTGCTAGTARATAG]
CCCTTATAATTCARRAGAAGCTTCACTCCCTACRAACTGGTGATAGCGATAATGCGCTCTACCTGTTGA-TAGGATTGTTAGCAGTAGGAACTGCAGTGGECTCTIACTARARRAGCACGTGCTAGTARA'
CTTATAATTCAAAAGAAGCTTCACTCCCTACAACTGGLGATAGCGATARATGCGCTCTACCTTTTGTTAGGGTTATTAGCAGTAGGAACTGCAATGGCTCTTACTARARAAGCACGTGCTAGTARATAG]
CTTATAATTCAAAAGCAGCTTCACTCCCTACAACTGGETEATAGCGATARATGCGCTCTACCTGTTGATAGGATTGTTAGCAGTAGCAACTGCAGTGGCTCTTACTARARAAGCACGTGCTAGTARATAG]
CTTATAATTCAAAAGCAGCTTCACTCCCTACAACTGGETEATAGCGATARATGCGCTCTACCTGTTGATAGGATTGTTAGCAGTAGCAACTGCAGTGGCTCTTACTARARAAGCACGTGCTAGTARATAG]
GACCCTTATAATTCARAA—GRAAGCTTCACTCCCTACAACTGGCGATAGCGATAATECGCTCTACCTTTTGTTAGGGTTATTAGCAGTAGGAACTG-CAATEECICTTACTARRAAAGCACGTIGCTAGT!
cttataattcaaaagaagcttcagtccctacaactggtgatagecgataatgecgectctacctgttgataggattgttagecagtaggaactgecagtggectcttactaaa@aagcacgtgctagtaaatag
CTTATAATTCAAAAGAAGCTTCACTCCCTACAACTGGECGATAGCGATAATGCGCTCTACCTTTTGTTAGGGTTATTAGCAGTAGGAACTGCAATGGCTCTTACTARARAAGCACGTECTAGTARATAG
CTTATAATTCAAAAGAAGCTTCACTCCCTACAACTGGECGATAGCGATAATGCGCTCTACCTTTTGTTAGGGTTATTAGCAGTAGGAACTGCAATGGCTCTTACTARARAAGCACTTECTAGTIARATAG
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Anexo 2. Secuencias proteicas de la InlA obtenidas para las diferentes cepas

ﬂ""I""I""I""I""I""I""I""I""I'"'I'"'I""I'"'I'"'I""I'"'I'"'I""I'"'I'"'I""I""I""I""I‘<

10 20 30 40 50 60 S0 100 110 120

L101B2: 1 to 2400: Frame 1 B00 aa R L
L100A1: 1 to 1506: Frame 1 502 aa R L
L201: 1 to 2400: Frame 1 B00 aa R L
L200: 1 to 2400: Frame 1 800 aa E L
ccl/2c: 1 to 2052: Frame 1 684 aa R V.
P20: 1 to 2400: Frame 1 800 aa R L
CcCcl/2b: 1 to 2400: Frame 1 800 aa R L
P24: 1 to 2400: Frame 1 800 aa R L
13932: 1 to 2400: Frame 1 800 aa R L
19111: 1 to 2400: Frame 1 800 aa E L
MG922918: 1 to 2400: Frame 1 800 aa M R L
‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
> 70 130 150 200 210 220 230 240 250 260
L101B2: VDI RLE L LER W LESL I J
L100A1: LVDOIL RLE L LER W LESL I J
.201: LVDIL RLE L LER WV LESL 10 E
.L200: LVDIL RLE L LER WV LESL 10 E
cCl/2c: LVDIL RELE L LER W LESL 10 E
P20: LVDIL RELE L LER W LESL 10 E
CC1l/2b: LVDIL RLE L LER WV LESL 10 E
P24 : LVDIL RLE L LER WV LESL 10 E
13932: LVDIL RLE L LER v LESL 10 E
19111: LVDIL RLE L LER L LESL I E
ME5922918: LVODIL RLE L LER WV LESL 10 E
= ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.
) 30 310 320 330 3a0 410
L101B2: E L R R
L100R1: E L R R
L201: E L R R
T.200: E L R R
ccl/2c: E L R R
P20: E L R R
cCl/2b: E L R R
P24: B L R R
135832: B L R R
19111: E L R R
MG922918: E L R R
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L101B2:
L100R1:
L201:
L200:
ccl/2c:
P20:
CCcl/2b:
P24:
13932:
19111:

L101BR2:
L100AL:
L201:
L200:
ccl/2c:
P20:
CCl/Zb

MG922918

L101B2:
L100R1:
L201:
L200:
ccl/2c:
P20:
ccl/2b:
P24:
13832:
19111:

ME822918:

MGS22918:

240

450 460

470 550
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RN =N N =N =N R =N =N =
[ e e e e e e B e B e
tootd En fo Lo Lo fd En Lo Lot

HEEHHEHBHBHBHBEH
HE H B HHEEE

560 570 580 550 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

TN L¥AQES INSYTATEENDGVTTEQTVDYQGLLQEPT PTKEGYTEKGHY CAKTGGDKNDEATEKMEAKN ITLYAQYSANSY TATEDVDGKETTCAVDYQGLLKERK  PTRAGY TEKGHY DEKTDGRKDEAT DRMEAND ITLEA

SESESES SIS
HEHHEEH

710 720 730 740 750 760 770 780 790 500

VAPPTTGGNTPPTINNGGNTTPPAN 1 PGRDTENTHTCNEAS T T TMNAY DPYNGK ASLPTTGDFONALYLLLGLIAVGTAVALTKKA K-

RGN TGN 2 BAN- FCBNTONTBTIRASTT T ARYCFINGH 08 PPECCRCNA L oL LA VoIB A LT A
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