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Caracterizacion genetica de cepas de Listeria monocytogenes
aisladas durante los afios 2007-2014 en Chile

Soledad Ulloa’, Loredana Arata’, Pedro Alarcén?, Pamela Araya?,
Juan Carlos Hormazéabal? y Jorge FerndndeZz’

Genetic characterization of Listeria monocytogenes strains isolated
during 2007-2014 in Chile

Background: Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen that causes listeriosis, a disease that can pre-
sent as febrile gastroenteritis or as an invasive form that has high mortality rates. So far, the genetic diversity of
strains of L. monocytogenes isolated from patients, foods and environmental sources in Chile has been poorly
studied. Aim: To characterize genetically L. monocytogenes strains received by the Institute of Public Health of
Chile (ISP) between 2007 and 2014. Methods: We selected 94 strains of L. monocytogenes corresponding to 94
different pulsotypes identified by pulsed field gel electrophoresis (PFGE), DNA was extracted and serotyping
was performed by polymerase chain reaction (PCR) and multilocus sequence typing (MLST). Results: The most
common serotype was 4b (55.3%), followed by serotypes 1/2a (25.5%), 1/2b (17%) and 1/2¢ (2.2%). 32 sequence-
type (ST) were identified, of which 4 were new, and the predominant ones were ST1 (28.7%) and ST2 (13.8%).
All the strains of L. monocytogenes were grouped in Lineages I and II. Conclusions: A great genetic variability
was observed in the strains of L. monocytogenes analyzed, being predominant the ST1 and ST2, both belonging
to Lineage . Our results contribute to know the population structure of this pathogen in Chile and its presence in

clinical samples, food and the environment.
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Introduccion

tiva que se encuentra en el suelo, la vegetacion y

otras fuentes ambientales'. Este patdgeno causa
la listeriosis, que puede presentarse como gastroenteritis
febril o en una forma invasora. La listeriosis invasora se
manifiesta como meningitis, sepsis y aborto, y se asocia
a una alta tasa de mortalidad en humanos y animales'.
El tiempo de incubacion de la listeriosis se estima de
2 a 88 dias®. Los pacientes inmunocomprometidos,
los ancianos, las mujeres embarazadas y los neona-
tos corren un mayor riesgo de desarrollar listeriosis
invasora’. Debido a sus altas tasas de mortalidad y
hospitalizacién (aproximadamente 25 y 97% de los
pacientes, respectivamente), la caracterizacion de los
aislados es esencial para identificar posibles brotes?.
Listeria monocytogenes es una especie genéticamente
diversa y ha sido caracterizada usando una variedad de
técnicas de sub-tipificacion para examinar su estructura
poblacional y epidemiologia. La serotipificacion es un
método clasico con un poder discriminatorio limitado?.

[ isteria monocytogenes es una bacteria gramposi-
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Este patogeno puede ser clasificado en 13 serotipos.
De ellos, los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2¢ y 4b causan la
mayoria de los casos de listeriosis y, de éstos, el 4b se
asocia a la mayoria de los brotes de esta enfermedad’. La
electroforesis en gel de campo de pulsado (PFGE, por sus
siglas en inglés), hasta la fecha, ha sido el método con
mayor discriminacion y reproducibilidad para la subti-
pificacion molecular de este patdgeno y es considerada
como el estandar de oro*’. La tipificacion de secuencias
multilocus (MLST, por sus siglas en inglés), basada en la
secuencia de nucledtidos de genes housekeeping, se usa
para asignar secuencias tipo (ST) y grupos de variantes
de locus tinico denominadas complejos clonales (CC). Se
ha demostrado que para L. monocytogenes este método es
altamente discriminatorio®®. La técnica de MLST ha sido
utilizada para investigar la amplia estructura poblacional
de L. monocytogenes y sus resultados han confirmado la
existencia de cuatro linajes genéticos discretos (I, I1, III
y IV), cada uno de los cuales puede causar enfermedad
en humanos. Los resultados iniciales han indicado que
los aislados de origen humano a menudo son miembros
del Linaje I, mientras que los aislados ambientales, agri-
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colas y alimenticios se encontrarian preferentemente en
el Linaje II°. Sin embargo, los serotipos especificos del
Linaje II (1/2a y 1/2c) han sido aislados con la misma
frecuencia que los serotipos del Linaje I (1/2b, 3b y 4b)
de la listeriosis invasora en los paises europeos. Los
Linajes III y IV han sido aislados en raras ocasiones y
aun no se han investigado en detalle®. Segiin Bundrant y
cols. 20117, y Den Bakker y cols., 20128, los Linajes I y 1T
estan compuestos por los siguientes complejos clonales:
(1) Linaje I CC1, CC2, CC3, CC5, CC6, CC59, CC217,
CC363 y CC426y (ii) Linaje I1 CC7, CC8, CC9, CC14,
CC19, CC31, CC37, CCl121, CC177, CC193 y CC204.

Multiples brotes de L. monocytogenes ocurridos en
diferentes paises a causa de ciertos subtipos de PFGE
se han denominado clones epidémicos (en inglés EC)’;
sin embargo, es dificil evaluar su relacion en ausencia
de datos adicionales®. Por lo tanto, las relaciones gené-
ticas mds ampliamente estudiadas se han establecido
mediante el uso de MLST. Incluso, hay reportes que
muestran que los EC descritos inicialmente pertenecen
aun CC o ST aislado y, en cambio, muchos de los CC
descritos estan distribuidos globalmente®. Los CC que
corresponden a los siete EC son: CC1: ECI, CC2: ECIV,
CC5: ECVI, CCé6: ECIIL, CC7: ECVIIL, CC8: ECV y
CCl11: ECIIS.

El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), realiza
la vigilancia molecular de este patégeno a través de la
técnica de PFGE, a partir de muestras de alimentos,
clinicas (humanas) y ambientales. Mediante la vigilan-
cia de este patdogeno, en el afio 2008 fue declarado el
primer brote masivo con 78 casos pertenecientes a un
mismo clon de L. monocytgenes, asociados al consumo
de queso Brie y Camembert. Un segundo brote ocurrid
en 2009, el que fue detectado y relacionado con el
consumo de salchichas contaminadas con un total de
10 casos reportados y relacionados a un mismo clon de
L. monocytogenes'.

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar
genéticamente cepas de L. monocytogenes identificadas
en Chile en el periodo 2007-2014.

Materiales y Métodos

Seleccion de cepas desde base de datos de
vigilancia por PFGE

Se seleccionaron 94 cepas de L. monocytogenes de un
total de 3.714 cepas presentes en nuestra base de datos
de vigilancia por PFGE, las que representan 94 patrones
diferentes de PFGE (pulsotipos), de un total de 225
pulsotipos presentes en esta base de datos. Estos patrones
fueron seleccionados ya que estaban representados en tres
0 mas cepas. Las cepas fueron recibidas por el laboratorio
de referencia del ISP entre los afios 2007 y 2014, desde

12 regiones del pais y su origen es: 70 (74,5%) de casos
clinicos, 22 (23,4%) de alimentos y 2 (2,1%) de fuentes
ambientales. La preparacion de cada muestra recibida
para vigilancia por PFGE y su posterior anlisis, se
realizé de acuerdo al protocolo estandarizado de la Red
PulseNet (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) (http://cdc.gov/pulsenet/pathogens/index.html).
Brevemente, se realizo lisis celular a una suspension
bacteriana de L. monocytogenes y se utiliz6 agarosa 1%
mas dodecil sulfato de sodio (SDS) en solucion 1% para
la preparacion de moldes de agarosa. E1 ADN se digirid
con Apal (40U/molde; Thermo Scientific). Salmonella
serovar Braenderup cepa H9812 (ATCC BAA 664) se
digirié con Xbal (50 U/molde; Thermo Scientific) y se
us6 como estandar de tamafio. La electroforesis se llevo
a cabo a 14 °C durante 18 h a 6 V/cm bajo rampa lineal
con tiempos de 4 a 40 s y angulo incluido de 120°. Los
geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron
en un equipo GelDoc XR (BioRad). El analisis de los
datos se realizd utilizando BioNumerics v6.6 (Applied
Maths). Para 4pal, los diferentes patrones se agruparon
en pulsotipos cuando fueron indistinguibles entre si. El
analisis de agrupamiento de patrones se realizé con el
método UPGMA. Los pardmetros de tolerancia y opti-
mizacion se configuraron en 1,5% cada uno''.

Serotipificacion

Las 94 cepas de L. monocytogenes seleccionadas fue-
ron serotipificadas por reaccion de polimerasa en cadena
(RPC). Brevemente, se dejaron crecer cultivos durante
la noche en agar infusion cerebro-corazén BHI (BioMé-
rieux, Francia) a 37 °C. Se prepararon lisados bacterianos
utilizando 94 pL de una suspension bacteriana en agua y
6 uL de lisozima 20 mg/mL (Sigma-Aldrich, USA) y se
incubo durante dos horas a 37 °C. Se centrifugo a 6.000
g por 2 min y se utilizo el sobrenadante como templado
para la RPC multiple, segun lo descrito'>'*. Se utilizo 5
pL de templado, partidores a una concentracion final de
1 uM, GoTaq Green Master Mix (Promega) y agua libre
de nucleasas hasta completar 50 pL.

Tipificacion de secuencias multilocus (MLST) y
andlisis filogenético

Se realizd6 MLST en las 94 cepas como se describid
anteriormente, mediante la amplificacion y analisis de
las secuencias de los 7 loci: abcZ, bglA, cat, dapE, dat,
Ildh y IhkA"™. Se incorporaron nuevos alelos y perfiles en
la base de datos internacional de MLST en http://bigsdb.
pasteur.fr/listeria/.

Para cada cepa, la combinacion de alelos en los siete
loci define un perfil alélico o secuencia tipo (ST). El ana-
lisis del arbol de expansion minima (en inglés: Minimum
Spanning Tree-MST) se utilizo6 para inferir las relaciones
entre los aislados y se realizo utilizando BioNumerics v6.6
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(Applied Maths). Un complejo clonal (CC) se definid
en base al algoritmo eBURST" con miembros ST que
difirieron s6lo en uno de los siete Joci MLST, y el codigo
numérico fue dado por http://bigsdb.pasteur.fr/listeria/. A
partir de los resultados de MLST, se clasificé cada cepa
en los Linajes descritos I, 1L, IIT y TV®.

Resultados

Para estudiar la diversidad genética de L. monocytoge-
nes, se seleccionaron 94 cepas con base en sus patrones
diferentes (pulsotipos) desde nuestra base de datos de vi-
gilancia obtenida por PFGE, de un total de 225 pulsotipos
diferentes. Los origenes de estas cepas fueron: 70 cepas
clinicas, 22 cepas de alimentos y 2 cepas ambientales.
Al analizar el origen de los 94 pulsotipos en la base de
datos completa; 50 se han encontrado exclusivamente
en cepas aisladas de casos clinicos, 12 s6lo en cepas
aisladas desde alimentos, 30 en cepas aisladas desde
casos clinicos y de alimento y 2 cepas en aislados desde
casos clinicos, alimentarios y ambientales. Se construyd
un dendrograma (UPGMA) basado en la presencia o au-
sencia de bandas en los patrones de PFGE. Los pulsotipos
fueron divididos en tres grupos (pulsogrupos), segun el
porcentaje de similitud obtenido en el dendrograma: los
pulsogrupos A y B presentan 80% de similitud entre si,
mientras el pulsogrupo C presenta 76% de similitud con
Ay B (Figura 1). En el dendrograma obtenido por PFGE,
el pulsogrupo A, compuesto por 25 pulsotipos, agrup6 18
cepas del serotipo 4b y 7 del serotipo 1/2a. El pulsogrupo
B, compuesto por 51 pulsotipos agrupd 34, 16 y 1 cepas
de los serotipos 4b, 1/2b y 1/2a, respectivamente; el
pulsogrupo C, compuesto por 18 pulsotipos, agrup6 15
y 3 cepas de los serotipos 1/2a y 1/2¢, respectivamente
(Figura 1). Los pulsotipos de origen clinico, alimentos
y el medio ambiente se distribuyeron en forma aleatoria
entre los tres pulsogrupos.

Serotipificacion de cepas de L. monocytogenes
mediante RPC

Las cepas se agruparon en 4 de los 13 serotipos des-
critos: 1/2a, 1/2b, 1/2c y el complejo 4b-4d-4e. La RPC
multiple utilizada no distingue entre los serotipos del
complejo 4b-4d-4e’. Sin embargo, como los serotipos
4d y 4e no se han encontrado en muestras humanas y de
alimento'¢, las cepas pertenecientes al complejo 4b-4d-4e
de nuestro estudio fueron consideradas serotipo 4b. El
serotipo mas comun fue el 4b (52 cepas, 55,3%), seguido
por 1/2a, 1/2b y 1/2¢ con frecuencias del 24,5% (23 ce-
pas), 17,0% (16 cepas) y 3,2% (3 cepas), respectivamente.
Los serotipos de cepas de origen clinico, alimentos y el
medio ambiente se distribuyeron en forma aleatoria entre
los tres pulsogrupos.
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Tipificacion de secuencias multilocus

En todas las cepas se amplificaron los 7 loci y el
analisis de los alelos permiti¢ identificar 32 STs di-
ferentes, 28 de las cuales ya habian sido descritas en
la base de datos internacional (http://bigsdb.pasteur.
fr/listeria/) y 4 STs nuevas: ST734, ST735, ST736 y
ST737. La mayoria de las STs* se agruparon en 25
complejos clonales y s6lo dos ST no fueron agrupables.
Las ST predominantes, identificadas en 50% de las cepas
estudiadas, correspondieron a las ST1 (28,7%), ST2
(13,8%) y ST6 (7,4%), cuyos pulsotipos fueron serotipo
4b, a excepcion de una cepa que resultod serotipo 1/2a.
La ST1, identificada en 27 pulsotipos, s6lo se encontro
en pulsotipos cuyas cepas eran de origen clinico o
clinico y alimentario, pero no de origen alimentario o
ambiental, exclusivamente. Las ST detectadas solamente
en pulsotipos con cepas de origen clinico fueron: ST36,
ST101,ST177,ST193,ST279, ST388, ST735y ST737.
La ST204 fue detectada unicamente en un pulsotipo
con cepas de origen alimentario. S6lo dos pulsotipos
comparten muestras de origen clinico, alimentario y
ambiental de forma simultanea. Ambos pertenecen al
pulsogrupo B y en la Figura 1 corresponden a Origen
PT: C + AL + AM, cuyas STs son 426 y 6. Estas STs
fueron identificadas también en otros pulsotipos de
origen exclusivo clinico o alimentario. De las 94 cepas
estudiadas, 68 se agruparon en el Linaje I: CC1 (n=29),
CC2 (n=13),CC3 (n=4), CC5 (n=3), CC6 (n=7),
CC59 (n=1), CC217 (n=1), CC363 (n = 2), CC388
(n=1), CC392 (n = 2), CC426 (n = 3) y 2 cepas sin
CC;y26enel Linaje II: CC7 (n=1), CC8 (n=3), CC9
(n=3),CC14 (n=2),CC19(n=1),CC31 (n=1),CC36
(n=2), CC37 (n=3), CC101 (n=1), CC121 (n=Y5),
CCl124 (n=1),CC177 (n=1),CC193 (n=1) y CC204
(n=1). No se identificaron cepas pertenecientes a los
Linajes Il y IV (Figura 1).

Discusion

El ISP de Chile realiza la vigilancia molecular de L.
monocytogenes por PFGE desde el afio 2007. Durante
este tiempo, se ha creado una base de datos con 3.714
cepas, que incluye 924 cepas obtenidas de casos clinicos,
2.778 cepas obtenidas de alimentos y 12 cepas obtenidas
del ambiente. En esta vigilancia se han identificado 225
pulsotipos durante el periodo estudiado. En este estudio,
se seleccionaron 94 pulsotipos representativos de dicha
base de datos y se estudiaron mediante serotipificacion y
MLST. El analisis mediante UPGMA permitio la iden-
tificacion de tres pulsogrupos A, B y C, compuestos por
25, 51 y 18 pulsotipos, respectivamente.

El serotipo predominante fue el 4b, seguido de 1/2a,
1/2by 1/2c. Esta misma distribucion fue encontrada por
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Montero y cols. 2015'7, en muestras de alimentos chilenas
y por Toledo y cols. 2018'%, en muestras clinicas y no
clinicas chilenas.

En 99% de los casos de este estudio, diferentes pul-
sotipos que compartieron el mismo ST también tuvieron
el mismo serotipo; a excepcion de un pulsotipo del
pulsogrupo A con ST1, cuyo serotipo es 1/2a y los otros
25 pulsotipos con ST1 (presentes en pulsogrupos A y B)
tienen serotipo 4b. Cepas de un mismo ST y con diferentes
serotipos ya fueron descritas antes por Yiny cols. 2015,
quienes sugieren que L. monocytogenes evoluciona y
genera diferentes serotipos como una manera de adaptarse
a diferentes nichos ecoldgicos. De igual manera, Cordero
y Polz, 2014%, proponen que la variacion del genoma de
L. monocytogenes estaria asociada a interacciones sociales
y ecoldgicas. En este estudio, esto ocurrio solo en una
cepa de origen clinico.

Las cepas del serotipo 4b se agruparon solamente en
los pulsogrupos A y B (Figura 1). Por otra parte, 83,3%
de las cepas del pulsogrupo C pertenecieron al serotipo
1/2a'y 100% de las cepas del grupo C pertenecieron al
Linaje II. Los 11 CC identificados por Toledo y cols.
20183, en muestras chilenas fueron también encontrados
en las muestras incluidas en este trabajo. Los CC mas
comunes dentro de los Linajes I y II fueron CC1 (30,8%)
y CCI121 (5,3%), respectivamente. Universalmente,
se han descrito siete clones epidémicos, los que estan
asociados a diferentes complejos clonales®. En este
estudio se identificaron seis de los siete clones epidé-
micos en 56 de las cepas analizadas. En otras 38 cepas
se identificaron STs o CCs que no estaban relacionadas
con los clones epidémicos previamente descritos. Los
clones epidémicos ECI y ECIV, correspondientes a los
CCl1 y CC2, respectivamente, fueron predominantes
con 51,8 y 23,2% de los pulsotipos que fue posible
asociar a clones epidémicos en este trabajo. Estos clones
epidémicos han sido reportados como responsables de
brotes en diferentes paises: Suiza (1983 a 1987), E.U.A.
(Boston 1979, Massachusetts 1983 y California 1985)!,
Nueva Escocia (1981), Dinamarca (1985 a 1987), Reino
Unido (1987), Francia (1992) y E.U.A. (1998, 1999
y 2000)*. Una muestra clinica se agrup6é con ST101,
CC101. En 2014, Haase y cols.5, describieron al CC101
como predominante en muestras humanas; sin embargo,
probablemente no fue descrito como un clon epidémico,
debido a que desde 1950s ha sido reportado infrecuen-
temente, a excepcion de un brote en Italia durante 2006
y 2010%. En este estudio no se identificaron cepas
pertenecientes al ECIII.

Enrelacion a los linajes descritos para L. monocytogenes,
68 cepas se agruparon en el Linaje I y 26 en el Linaje
II. En las 94 cepas se identificaron los 9 y 11 complejos

Figura 1. Relacién entre pulsotipos basada en PFGE. 94 cepas de L. monocytogenes se analizaron
por PFGE usando Apal y el dendrograma de los pulsotipos se construyd basado en el método ” o .
UPGMA. Los correspondientes: origen de pulsotipo (PT), RPC serotipo, ST, CC y linaje se muestran clonales descritos para los Linajes I y II, respectivamente.
a la derecha del dendrograma. El pulsotipo C contiene 15 cepas del serotipo 1/2a (de un
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total de 18). E1 77,8% de este pulsogrupo estd compuesto
por cepas del Linaje II. Similares resultados han sido
obtenidos entre el serotipo 1/2a y el Linaje II en otros
paises*®.

Cuando se analizé mediante el método UPGMA la
relacion clonal entre los pulsotipos de L. monocytogenes,
se observo que aquellos obtenidos de cepas aisladas de
casos clinicos se distribuyeron con la misma frecuencia
en los tres pulsogrupos encontrados. Sin embargo, los
pulsotipos encontrados unicamente en cepas provenientes
de alimentos, se agruparon con mayor frecuencia en
el pulsogrupo C, el que esta compuesto, en 100%, por
cepas pertenecientes al Linaje 11, 1o que se correlaciona
con lo descrito para este linaje, donde predominan las
muestras de alimentos®. No obstante, esta diferencia no
es estadisticamente significativa (p < 0,05).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron
caracterizar genéticamente cepas de L. monocytogenes
obtenidas en Chile durante el periodo 2007-2014, me-
diante estudio de serotipificacion y MLST. Se observo
una gran variabilidad genética en las cepas analizadas,
siendo predominantes las secuencias tipo ST1 y ST2,
ambas pertenecientes al Linaje I. Nuestros resultados
contribuyen a conocer la estructura poblacional de este
patégeno en Chile y su presencia en diferentes tipos de
muestras.

La vigilancia epidemioldgica que se realiza en forma
permanente en nuestro pais, ha demostrado ser fundamen-
tal para conocer la diversidad genética y distribucion de
pulsotipos en muestras clinicas, alimentos, y aislamientos
ambientales para prevenir nuevos brotes epidémicos.

Microbiologia
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Resumen

Introduccion: Listeria monocytogenes es un patdgeno
transmitido por alimentos que causa listeriosis, una
enfermedad que puede presentarse como gastroenteritis
febril o en una forma invasora que tiene altas tasas de
mortalidad. Hasta el momento, ha sido poco estudiada
la diversidad genética de cepas de L. monocytogenes
aisladas desde pacientes, alimentos y fuentes ambientales
en Chile. Objetivo: Caracterizar genéticamente cepas de
L. monocytogenes de estos tres origenes recibidas por el
Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) entre los afios
2007 y 2014. Material y Métodos: Se seleccionaron
94 cepas de L. monocytogenes correspondientes a 94
pulsotipos diferentes identificados por electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE), se extrajo ADN y se
realizo serotipificacion mediante reaccion de polimerasa
en cadena (RPC) y tipificacion de secuencias multilocus
(MLST). Resultados: El serotipo mas comun fue 4b
(55,3%), seguido de 1/2a (25,5%), 1/2b (17%) y 1/2¢
(2,2%). Se identificaron 32 secuencias tipo (ST), de
las cuales cuatro fueron nuevas, y las predominantes
fueron ST1 (28,7%) y ST2 (13,8%). La totalidad de las
cepas se agrupo en los Linajes [ y II. Conclusiones: Se
observo una gran variabilidad genética en las cepas de
L. monocytogenes analizadas, siendo predominantes las
secuencias tipo ST1y ST2, ambas pertenecientes al Linaje
I. Nuestros resultados contribuyen a conocer la estructura
poblacional de este patdgeno en Chile y su presencia en
muestras clinicas, alimentos y el medio ambiente.
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