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RESUMEN

Se comparé una PCR mdltiple recientemente validada para la caracterizacion de serotipos de Listeria monocytogenes
con el método tradicional de serotipificacion. Se estudiaron 342 aislamientos de origen humano, alimentario, veteri-
nario y ambiental obtenidos durante el periodo 1992-2005. La concordancia entre ambos métodos para los serotipos
1/2a, 1/2b y 1/2c fue del 100%, y para el serotipo 4b fue del 98%. La serotipificacion constituye una herramienta
importante como primer nivel de diferenciacion de cepas de L. monocytogenes para llevar a cabo la vigilancia
epidemioldgica y, sobre todo, el estudio de brotes. La PCR mdltiple es una técnica alternativa rapida, de bajo costo y
facilmente adaptable en laboratorios de bacteriologia clinica y bromatologia.
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ABSTRACT

Study by multiplex PCR of  Listeria monocytogenes serotypes isolated in Argentine. A multiplex PCR assay,
recently validated to characterize the serotypes of Listeria monocytogenes was evaluated in comparison to conventional
serotyping. Three hundred forty two L. monocytogenes strains isolated from human, food, animal and environmental
sources during the 1992-2005 period were assayed. The concordance between the two methods for serotypes 1/2a,
1/2b and 1/2c was 100%, whereas for serotype 4b it was 98%. Serotyping is a useful tool for first line strain differentiation
during epidemiological surveillance and outbreaks. The multiplex PCR assay offers a fast and low-cost alternative,
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which is easily adaptable to clinical bacteriology and bromatology laboratories.
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Listeria monocytogenes es un importante patégeno
de transmision alimentaria y de amplia distribucion en la
naturaleza. En humanos y animales produce una infec-
cién denominada listeriosis. Los alimentos especialmen-
te implicados son los elaborados y refrigerados, que pue-
den contaminarse en cualquier punto de la cadena de
produccion (9). La listeriosis, a diferencia de otras infec-
ciones transmitidas por alimentos, se caracteriza por pre-
sentar un largo periodo de incubacion, lo cual dificulta la
posibilidad de establecer la relacion entre el caso clinico
y el alimento consumido (6). Otra caracteristica es la for-
ma de presentacion y la elevada tasa de mortalidad (20
al 30%) (8).

El espectro clinico comprende: infeccién del sistema
nervioso central (meningitis o romboencefalitis), sepsis y
nacimiento antes de término o aborto (6, 8). El grupo de
pacientes en riesgo esta constituido fundamentalmente
por inmunosuprimidos, neonatos y embarazadas; sin
embargo, esta bacteria puede producir cuadros leves de
gastroenteritis en pacientes inmunocompetentes (1).
Dada la severidad de esta infeccién, que puede presen-

tarse como casos esporadicos o en brotes, es necesario
resaltar la necesidad de realizar la vigilancia epide-
mioldgica de este microorganismo.

La serotipificacion constituye el primer método de
subtipificacién para la investigacion epidemioldgica de
listeriosis. La técnica convencional (10), basada en la
deteccién de los diferentes antigenos somaticos (O) y
flagelares (H), es laboriosa y de costo elevado. Requiere
de un alto entrenamiento técnico y algunas veces no pre-
senta reproducibilidad satisfactoria, lo cual demanda la
realizacién de controles de calidad periddicos.

Se han identificado 4 serogrupos por su antigeno so-
matico (1/2, 3, 4 y 7), que combinados con antigenos
flagelares conforman hasta el momento trece serotipos.
No obstante, el 98% de los aislamientos pertenecen a
los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b (7, 10, 11).

La hibridacién de ADN de aislamientos de diversos
origenes con sondas representativas de secuencias es-
pecificas de tres genomas secuenciados de L. mono-
cytogenes (L. monocytogenes serotipo 1/2a EGDe, L.
monocytogenes serotipo 4b CLIP 80459 y L. innocua
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serotipo 6a CLIP 1262) permitid la division de los tres
linajes de L. monocytogenes (1, Il, 1ll) en cinco grupos
filogenéticos correlacionados con los serotipos: 1.1 (1/2a-
3a), 1.2 (1/2¢-3c), II.1 (4b-4d-4e), 11.2 (1/2b-3b-7) y Il (4a-
4c) (4). Asimismo, se identificaron genes marcadores aso-
ciados a los cuatro primeros grupos. Sobre la base de
este trabajo, Doumith et al. (3) desarrollaron una técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mdiltiple,
para diferenciar los cuatro serotipos principales de L.
monocytogenes. Los genes marcadores seleccionados
(3) fueron: Imo0737, especifico para los serotipos 1/2a,
1/2¢, 3ay 3c; Imo1118 para 1/2c y 3c; ORF 2819 para 1/
2b, 3b, 4b, 4d y 4e; ORF 2110 para 4b, 4d y 4e; y prs,
gen especifico para el género Listeria, incluido como con-
trol interno de amplificacion.

Esta PCR fue recientemente validada (5) y el objetivo
del presente trabajo ha sido comparar y correlacionar los
resultados que se obtienen al identificar los serotipos
mediante la caracterizacion molecular con los que arroja
la técnica de aglutinacion, considerada el método de re-
ferencia. Esta técnica molecular constituye un método
rapido y econdmico para diferenciar serotipos con alto
potencial patogénico, como el 4b, que podria ser aplica-
do en laboratorios clinicos y bromatolégicos.

Se estudiaron 342 aislamientos de L. monocytogenes
obtenidos a partir de muestras de diversos origenes du-
rante el periodo 1992-2005 y que forman parte de la co-
leccién de cultivos del Servicio Bacteriologia Especial,
INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. La distribucion de
los aislamientos segun el origen fue: humanos, 51% (176/
342); alimentos, 37% (126/342); ambiente, 10% (34/342)
y animales, 2% (6/342).

Limz 1118
Lo 0737

CHF 2110
ORF 2319
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Los cultivos fueron confirmados como L. monocy-
togenes utilizando pruebas bioquimicas convencionales
(2) y se conservaron a -80 °C en caldo tripteina soja adi-
cionado con glicerol al 10% (v/v).

La técnica de serotipificacion por aglutinacion fue rea-
lizada utilizando sueros especificos para antigenos
somaticos y flagelares (Denka Seiken, Japén), de acuer-
do con el método de Seeliger y Hohne (9). La técnica de
PCR mdiltiple se realiz6 segun el protocolo descrito por
Doumith et al. (3). Se utilizaron las siguientes cepas con-
trol provistas por el Instituto Pasteur de Paris: L. mono-
cytogenes serotipo 1/2a (CIP 89380); L. monocytogenes
serotipo 1/2b (CIP 90582); L. monocytogenes 1/2¢ (CIP
86754); L. monocytogenes serotipo 4b (CIP 88868) y L.
innocua (ATCC 33090).

La Figura 1 muestra los diferentes perfiles de amplifi-
cacion obtenidos con los distintos serotipos de L.
monocytogenes y con otras especies de Listeria. Todos
los aislamientos mostraron la banda correspondiente al
gen genérico prs (370 pb). La distribucion de serotipos
segun el origen de los aislamientos se muestra en la
Tabla 2.

La amplificaciéon de los cuatro genes permitié la se-
paracion de los serotipos en cuatro grupos (Tabla 1), a
saber: Grupo (Gp) 1: serotipos 1/2a y 3a (amplificacion
del gen Imo0737); Gp 2: serotipos 1/2b, 3by 7 (amplifi-
cacion del gen ORF2819); Gp 3: serotipos 1/2cy 3c (am-
plificacién de los genes Imo0737 'y Imo1118); y Gp 4:
serotipos 4b, 4d y 4e (amplificacion de ambos genes
ORF2819 y ORF2110). Los serotipos 4a y 4c sélo am-
plificaron el gen prs, caracteristico del género Listeria

(Gp L).

1000 pi

Figura 1. PCR muiltiple. Perfiles de amplificacién obtenidos con los distintos serotipos de L.
monocytogenes y otras especies de Listeria spp. Calle 1, L. monocytogenes serotipo 1/2a
(CIP 89380); calle 2, L. monocytogenes serotipo 1/2b (CIP 90582); calle 3, L. monocytogenes
1/2c (CIP 86754); calle 4, L. monocytogenes serotipo 4b (CIP 88868); calle 5, L.
monocytogenes serotipo 4b perfil atipico (BE 123/06); calle 6, L. innocua (ATCC 33090);
calle 7, marcador de peso molecular (100 Marker, Invitrogen).
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Tabla 1. Relacion entre los serotipos de L. monocytogenes y los genes amplificados

Gen amplificado por la PCR mudltiple

Serotipos Grupo
Lmo1118 Lmo0737 ORF2110 ORF2819 prs® PCR @
(906 pb) (691 pb) (597 pb) (471 pb) (370 pb)

1/2 a - + - - + Gp1l
1/2 b - - - + + Gp 2
1/2 ¢ + + - - + Gp 3
4b - - + + + Gp 4
3a - + - - + Gp1l
3b - - - + + Gp 2
3c + + - - + Gp 3
7 - - - + + Gp 2
4d - - + + Gp 4
4de - - + + Gp 4
4a - - - - + GpL
4c - - - - + GpL

@ Amplifica con todas las especies de Listeria.
@ Doumith et al., 2004a.

Tabla 2. Distribucion de serotipos de L. monocytogenes segun el origen de los aislamientos

N° de aislamientos segun el origen

Serotipos;
Gp PCRW®W Humano Alimentos Ambientales  Veterinario Total
1/2 a; Gpl 3 11 14
1/2 b; Gp2 61 51 15 2 129
1/2 c; Gp3 1 13 14
4b; Gp4 111 45 19 4 179
3b; Gp2 5 5
3c; Gp3 1 1
Total 176 126 34 6 342

@ Doumith et al., 2004a.

La concordancia entre ambos métodos para los
serotipos 1/2a, 1/2by 1/2¢ fue del 100% y para el serotipo
4b fue del 98% (Tabla 3). Solo 5 cepas clasificadas en el
Gp 2 (perfil 1/2b) y un aislamiento clasificado en el Gp 3
(perfil 1/2c) por PCR correspondieron al serotipo 3by 3c,
respectivamente, por el método tradicional. Estos 6 Ulti-
mos aislamientos fueron de origen alimentario.

Todos los aislamientos de origen humano mostraron
una correlacion del 100% entre la PCR multiple y el mé-
todo de aglutinacién. Tres aislamientos presentaron idén-
tico perfil Gp 4 atipico, con una banda extra entre los
fragmentos correspondientes a ORF2110 y Imo0737, y
fueron confirmados como serotipo 4b por el método de
aglutinacion. Sera necesario efectuar estudios adiciona-
les para caracterizar la banda extra, que deberan incluir
la secuenciacion de dicha banda y la comparacion con la
secuencia del gen Imo0737.

Los perfiles obtenidos por PCR mudiltiple no distinguen
los aislamientos del serotipo 1/2a de los 3a, los del
serotipo 1/2b de los 3b y 7, los del serotipo 1/2c de los
3c, ni los del serotipo 4b de los 4d y 4e. Tampoco distin-
guen los serotipos 4a y 4c del resto de las especies del
género Listeria. Sin embargo, los serotipos 3a, 3b, 3c,
4a, 4c, 4e, 4d y 7 son muy infrecuentes en alimentos y
rara vez estan asociados a infeccion humana. El serotipo
4b es el responsable de los grandes brotes epidémicos
informados en el mundo, asi como del 90 al 95% de los
casos esporadicos.

Los resultados fueron comparables con los obtenidos por
Doumith et al. (3), quienes hallaron un rango de concordan-
cia del 96,6 al 100%, suficiente para que la PCR sea usa-
da como alternativa de la serotipificacion por aglutinacion.

No obstante, todos los aislamientos deben ser confir-
mados por el laboratorio de referencia y remitidos para el
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Tabla 3. Concordancia entre los resultados obtenidos por PCR vy la serotipificacién convencional

de L. monocytogenes

Resultados de la PCR muiltiple

Serotipo @ Grupos definidos @ Perfil no definido  N° de Concordancia
del Gp4® cepas
Gpl Gp2 Gp3 Gp4
1/2a 14 14 100%
1/2b 129 129 100%
1/2c 13 13 100%
4b 177 3 180 98%
3b 5 5 ND*
3c 1 1 ND*

@ Determinado por el método de Seeliger y Hohne, 1979.
@ Segun la técnica descrita por Doumith et al., 2005.

© Perfiles Gp4 con una banda extra.

“No determinado.

andlisis epidemioldgico molecular por macrorrestriccion
de ADN y separacion electroforética en campo pulsado
(PFGE). Este es el método estandarizado de mayor po-
der discriminatorio para la deteccion de brotes de
listeriosis y el que permite el andlisis de los clones circu-
lantes y la deteccion de nichos ecoldgicos. De esta for-
ma es posible realizar la vigilancia de esta patologia en
el pais.
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