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Resumen

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva, ubicua, psicrétrofa,
causante de listeriosis, que forma biopeliculas en diferentes superficies que se encuentran
en la industria de alimentos. En el proceso de formacion de biopeliculas la presencia de
flagelo ha sido vinculada con la capacidad de adherencia a superficies y su ausencia se
traduce, en algunas cepas, en una reduccion de la formacién de biopeliculas. En un trabajo
publicado por nuestro grupo, se analizé el perfil de expresion global de cepas de L.
monocytogenes con distinta velocidad de proliferacion a 8°C, describiendo una represion
de genes flagelares en aquellas cepas de rdpida proliferacion. Dada esta diferencia de
expresion de genes flagelares y al vinculo que existe entre la presencia de flagelo y
formacion de biopelicula, es que se planted la siguiente hipotesis: “Aislados de Listeria
monocytogenes con distintas velocidades de proliferacién en frio presentan capacidades
diferenciales de movilidad y formaci6n de biopelicula que se relacionan con los niveles de

expresion de los genes relacionados a estas funciones en respuestz a la baja temperatura”.

Para llevar a cabo esta investigacion, se utilizaron 8 cepas de L. monocytogenes (4
de rapida y 4 de lenta proliferacién en frio) que fueron tipificadas genéticamente mediante
PFGE. Se evalué la movilidad de estas cepas en frio, utilizando medios semisolidos. Las
cepas de proliferacion lenta, resultaron ser significativamente més méviles que las cepas
rapidas. Posteriormente se evalud su capacidad de adherencia a superficies de acero a 8°C
pasadas 24 horas. Se observé que la capacidad de adherencia es independiente de la
velocidad de proliferacion en frio. Luego se evalué la capacidad de formar biopeliculas en

acero y vidrio durante 24 dias. Las cepas ripidas presentaron una mayor produccion de
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biopelicula al sexto dia de incubaci6n en ambas superficies, mientras que las cepas lentas
variaron su méxima produccién entre el sexto y el decimoctavo dia de incubacion.
Finalmente se realizé un analisis de los niveles de expresion génica de los genes asociados
a la formacién de biopeliculas, incluyendo genes de “quorum sensing” (agrD y agrB),
genes flagelares (flgD y motB), un gen de quimiotaxis (cheR) y genes reguladores (mogR 'y
gmaR). Estos fueron evaluados durante las primeras 24 horas de exposicion a frio y luego
a las 96 horas. El conjunto de genes estudiados present6 niveles de expresidn que resulté
ser equivalente entre las cepas de clasificacion rdpida y lenta durante las primeras 24
horas, sin embargo, estos niveles de expresién se diferenciaron a las 96 horas de
incubacién resultando en una represion de los genes nombrados en las cepas rdpidas y una
ligera sobreexpresion en las cepas lentas. Estos niveles de expresion fueron vinculados a la
funcién del inhibidor GmaR, el cual mhibe la accidn del regulador transcripcional MogR,
dado que el gen gmaR presenta mayores niveles de expresion en Jas cepas de proliferacion
lenta, que en las cepas répidas, lo que se traduce en una mayor inhibicion de MogR,

resultando en una mayor expresion de genes flagelares.

A modo de conclusién, en este trabajo se observé que en cepas de L.
monocylogenes existe una relacion inversa entre la velocidad de proliferacién y movilidad
a 8°C; todas las cepas fueron capaces de formar biopelfculas en superficies de vidrio y de
acero de forma independiente a su velocidad de proliferacion en frio; y la represién del

gen gmaR en cepas de L. monocytogenes de proliferacién rapida en frio, favorece la

represion de genes flagelares a 8°C.




Abstract

Listeria monocytogenes is a Gram positive, ubiquitous, psychrotrophic
bacterium, and it is the cause of Listeriosis. This pathogen is able to form biofilm on
different surfaces that are commonly used in the food industry. L. monocytogenes
flagella has been linked to the bacterium ability to adhere to surfaces during biofiim
formation, and its absence results in a decrease of the biofilm formation in some strains.
Previously, our group analysed the global gene expression profile of L. monocytogenes
displaying different proliferation rates at 8°C. We concluded that “fast” growing strains
repressed flagellar genes at 8°C. Given the difference in the flagellar gene expression
pattern and the link between the presence of flagella and biofilm formation, is that we
proposed the following hypothesis: “Isolates of Listeria monocytogenes that display
different proliferation rates at cold temperatures show differential motility and biofilm-

forming ability which is related to flagellar gene expression levels at low temperatures™.

We used 8 L. monocytogenes strains (4 fast and 4 slow proliferation strains at
8°C) which where genetically typified using PFGE. Strain motility was evaluated using
semi-solid agar plates. The slow proliferating strains were significantly more motile than
the fast proliferating strains. Then, we evaluated the surface adhesion ability of these
bacteria at 8°C after 24 hours of incubation. We observed that the adhesion ability was
unrelated to the proliferation rate at low temperatures. After that, we evaluated the
bacterial biofilm-forming ability on stainless steel and glass surfaces over 24 days. The
fast proliferating strains showed a higher biofilm production on the sixth day of

incubation on both surfaces. Conversely, slow proliferating strains showed different
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biofilm-forming peak days, which varied between the sixth and the eighteenth day of
incubation. Finally, we analyzed the gene expression levels of those genes linked to
biofilm production, including quorum sensing genes (agrD and agrB), flagellar genes
(gD and motB), one chemotaxis gen {cheR) and regulatory genes (mogR and gmaR).
These genes were evaluated during the first 24 and after 96 hours of cold exposure. The
studied set of genes showed similar gene expression levels among the fast and the slow
proliferating strains during the first 24 hours of cold exposure; however, gene expression
levels differed after 96 hours of incubation resulting in a repression of the entire set of
genes in the fast proliferating group and a slight overexpression in the slow growth
group. The gene expression levels described were related to the function of the protein
inhibitor GmaR, which inhibits the transcriptional regulator MogR. Since gmaR showed
higher expression levels in the slow proliferating strains than in the fast proliferating
group, a higher MogR inhibition would result in higher expression levels of flagellar
genes.

In conclusion, we observed that L. monocytogenes showed an inverse relationship
between proliferation rate and motility at 8°C. Also, all the strains were capable of
producing biofilm on glass and stainless steel independently of their proliferation rate in
cold. Finally, repression of the geme gmaR on fast-proliferating strains of L.

monocytogenes helped to repress flagellar genes at 8°C.
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1 Introduccion

1.1 Listeria monocytogenes en la industria de alimentos
L. monocytogenes es una bacteria en forma de bacillo corto, Gram positiva y que
se caracteriza por ser ubicua, es decir que puede estar presente en diversos ambientes,
incluyendo suelos, rios, lagos, vegetales, heces de animales mayores, entre otros. La
propiedad de ser ubicua se relaciona con la capacidad de L. monocytogenes de
contaminar diferentes tipos de alimentos. Entre las especies de Listeria soélo L.
monocytogenes y L. ivanovii han sido descritas como causantes de cuadros clinicos en

humanos y en otros mamiferos respectivamente (Gasanov y col., 2005).

L. monocytogenes genera un cuadro clinico conocido como listeriosis producto
del consumo de alimentos contaminados. La listeriosis afecta principalmente a
embarazadas, nifios menores de 2 afios, adultos mayores y personas
inmunocomprometidas (Cartwright y col., 2013). A pesar de presentar bajos indices de
infeccion (0,29 casos por 100.000 habitantes), esta enfermedad presenta altos indices de
hospitalizacién {(entre 89 y 94% de los casos) y de mortalidad (entre 20 y 30% de los
afectados; CDC, 2010-2014; Scallan y col.,, 2011). Debido a ello, es que L.
monocytogenes atn se encuentra presente en el foco de organizaciones de salud a lo
largo del mundo y en el ojo de muchos cientificos quienes trabajan en entender las
capacidades que esta bacteria es capaz de desarrollar para sobrepasar las barreras

fisicoquimicas usadas para su control.




Brotes de listeriosis han ocurrido tanto en Chile como a nivel mundial. El brote
més grande descrito en Estados Unidos fue asociado a una variedad de melon. Este brote
resulté en la infeccion de 147 personas, 143 hospitalizaciones y 33 fallecidos (CDC,
2012). Actualmente, brotes de listeriosis siguen siendo reportados cada afio por la CDC,
siendo el ultimo registrado a la fecha (Noviembre, 2016) un brote asociado a vegetales
congelados, causando, a la fecha, 9 casos de los cuales 9 han resultado en

hospitalizacion y 3 en muerte (CDC, 2016).

La situacion nacional es similar a lo visto en el extranjero. En el afio 2008
ocurrié el brote mas grande reportado en Chile, donde 165 casos de listeriosis fueron
asociados a un clon tnico de L. monocytogenes, causando 14 muertes (Montero y col.,
2015). Este brote fue vinculado a una fébrica de quesos blandos tipo Brie y Camembert.
Debido a ello es que se presenta una imperiosa necesidad de optimizar las condiciones

en donde son procesados los alimentos en la industria nacional.

En la industria de alimentos, para controlar la proliferacién de microorganismos
patégenos o alterantes, se utilizan barreras fisicoquimicas, tales como altas y bajas
temperaturas, pH 4cido o basico, altas concentraciones de cloruro de sodio, etc. (Lee y
col., 2014; Lianou y Sofos, 2007, Tasara y Stephan, 2006); pero una de las mas
ampliamente utilizadas, es la mantencion de bajas temperaturas en areas de
almacenamiento y de procesamiento de los alimentos, que varia en el rango de -18 a 8°C

(Reglamento Sanitario de los Alimentos, DTO. N° 977/96).




L. monocytogenes es capaz de superar las barreras comiinmente utilizadas en la
industria debido a su capacidad de proliferar a baja temperatura (entre -0,4°C y 45°C),
tolerar un amplio rango de pH (entre 4,5 y 9,0) y altas concentraciones de sal (hasta 3 M
NaCl) (Lee y col., 2014). Adicionalmente, esta bacteria es capaz de colonizar superficies
de diversas composiciones tales como plésticos, acero inoxidable o vidrio (Bonsaglia y
col., 2014), lo que le permite mantenerse en sitios de dificil acceso como los clementos
internos de la maquinaria de trabajo (Pan y col., 2006). Una vez lograda la colonizacién
por esta bacteria, su erradicacién representa un arduo desafio, debido a que esta bacteria
tiene la capacidad de formar biopeliculas, lo que aumenta la tolerancia a la accién de
compuestos sanitizantes (Mah y O'Toole, 2001). Es por esta razén que las estrategias de
control actuales se enfocan en prevenir la formacion de biopeliculas, pero a diferencia de
otros microorganismos, L. monocytogenes posee diversos mecanismos para sobrellevar

estos desafios, colonizar las superficies y proliferar en condiciones de frio.

1.2 Mecanismeos moleculares de L. monocytogenes en respucsta a frio

En bacterias, la respuesta a un estrés induce primariamente un periodo de
aclimatacién y posteriormente una condicién de adaptacién (Barria y col., 2013; Hom y
col., 2007). Especificamente en frio, el periodo de aclimatacion se caracteriza por
presentar una alta expresion de proteinas inducidas por frio (Cold Induced Proteins o
CIPs) y una disminuci6n en el resto del metabolismo celular, incluyendo la profiferacion
bacteriana. Una vez finalizado este periodo, la sintesis de CIPs disminuye, se reestablece
el metabolismo celular y comienza nuevamente la proliferacion celular, pero a una

menor velocidad (Figura 1).




El frio induce cambios fisiolégicos producto de la modificacién fisicoquimica del
medio. Estos cambios se resumen en aumento de la rigidez de la membrana plasmatica,
reduccion de la actividad enzimatica, plegamiento proteico ineficiente o ralentizado, y
modificaciéon en los ribosomas (Chan y Wiedmann, 2009). Muchas bacterias has
desarrollado complejos sistemas para tolerar estos cambios producto del estrés ambiental
(Burgess y col., 2016). En el caso particular de L. monocytogenes, han sido descritos
diversos mecanismos para responder a las alteraciones ambientales y permitir el paso a

Ia adaptaci6n (van Schaik y Abee, 2005). Estos mecanismos se resumen a continuacion:

« Sintesis de CIPs: las protefnas de respuesta a fifo, son definidas como chaperonas
que previenen la formacién de estructuras secundarias en las moléculas de mRNA.
Este sistema han sido descritos primariamente en los modelos E. coli y B. subtilis, y
més recientemente reportados en L. monocytogenes (Chan y Wiedmann, 2009;
Ermolenko y Makhatadze, 2002).

¢ Modificacién de la membrana fosfolipidica: como respuesta a la disminucion en la
fluidez de la membrana, L. monocytogenes prioriza la sintesis de acidos grasos de
cadena corta y ramificada del tipo anteiso (anteiso-C;s y anteiso-Cyy). Esto
disminuye el punto de fusién de los dcidos grasos de membrana, aumentando asi la

fluidez (Annous y col., 1997).
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Figura 1. Proceso de adaptacién al estrés por frie (modificado de Barria y col., 2013).
En el momento que un cultive bacteriano es expuesto a frio, el crecimiento bacteriano
(linea punteada) se ve drdsticamente disminuido a lo largo de todo el proceso de
aclimatacién. Paralelamente, disminuye casi en su totalidad la sintesis proteica (linea
gris), exceptuando a las proteinas inducidas por frio (CIPs; linea negra), las que permiten
sobrellevar el estrés inicial de frio y dar paso al estado de adaptacion. Durante la
adaptacién la sintesis de CIPs se ve reducida, mientras que la sintesis del resto de las

proteinas se reestablece y comienza nuevamente la proliferacién celular.




« Captacién de osmolitos y oligopéptidos: en L. monocytogenes, se ha observado un
aumento en la sintesis de transportadores de los osmolitos glicina betaina (Gbu), de
carnitina (OpuC) y de oligopéptidos de bajo tamafio. Los osmolitos o solutos
compatibles, son compuestos orgdnicos solubles de bajo peso molecular que no
afectan de forma adversa al metabolismo de la célula; y los oligopéptidos otorgan
aminoacidos para la sintesis de proteinas en condiciones de estrés. El aumento de
osmolitos y oligopéptidos mantiene la turgencia de la célula, lo que aumenta el
volumen de agua disponible, estabilizando la estructura de las proteinas plegadas y
previniendo la formacion de cristales de hielo. Se ha visto que la presencia de estos
solutos compatibles favorece la proliferacién de L. monocyfogenes a bajas
temperaturas (Angelidis y Smith, 2003; Chan y Wiedmann, 2009).

o Control del estrés oxidativo: durante el proceso de congelacién y descongelacion ha
sido descrita la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que se ve
acoplado a un aumento en la sintesis de las enzimas catalasa (Kat) y superéxido
dismutasa (SOD; Azizoglu y Kathariou, 2010). Sin embargo, a bajas temperaturas no
ha sido descrito el mecanismo mediante el cual se producen las ROS; no obstante, se
ha visto que L. monocytogenes y otros microorganismos sinfetizan estas enzimas en

respuesta a las bajas temperaturas (Garénaux y col., 2009; Park y col., 1998).

En conjunto con los cambios fisiologicos descritos, también ocurre una

disminucién general del metabolismo bacteriano producto del frio, lo que deriva en una

merma del consumo energético celular, resultando en un incremento de las posibilidades




de éstas a sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables (Chan y Wiedmann,

2009; Tasara y Stephan, 2006).

Uno de los mecanismos principales que favorece la supervivencia de L.
monocytagenes es la formacién de biopeliculas, el cual le otorga una matriz de
proteccién ante condiciones desfavorables (Bonsaglia y col., 2014). En este sentido,
conocer la dinamica de formacién de biopeliculas a bajas temperaturas permite entender
como L. monocytogenes se adapta y sobrepasa las barreras que se usan en la industria de

alimentos para el control de microorganismos (Renier y col., 2011).

1.3 L. monocytogenes y su capacidad de formar biopeliculas
El proceso de formacién de biopeliculas ha sido descrito como un proceso que
involucra al menos tres etapas: la primera corresponde al asentamiento de la bacteria a
una superficie lo que permite generar una micro-colonia; Iuego se da paso a un proceso
de maduracién, donde se induce la sintesis y secrecion de polisacéridos generando una
matriz de proteccién; y finalmente una etapa donde la biopelicula madura comienza a
dispersar Ias células hijas al medio (Figura 2; Hall-Stoodley y Stoodley, 2002; O'Toole y

col., 2000).

Una de las mayores ventajas de formar biopeliculas es la resistencia adquirida a
condiciones desfavorables, dado que la matriz de exopolisacaridos protege contra
desecacion, compuestos antibidticos y agentes t6xicos, pero al mismo tiempo actia
como un reservorio de nutrientes de ficil acceso (Doijad y col., 2015; Hall-Stoodley y

col., 2004).
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Figura 2. Formacion de biopelicula en tres etapas (Imagen reproducida con permiso
de Montana State University Center for Biofilm Engineering). Las células plant6nicas se
aproximan a la superficie, tras lo cual forma una microcolonia producto de la liberacion
de polisacaridos (1). Luego las células de la microcolonia proliferan (2), logrando un

punto de maduracion en el cual se liberan bacterias al medio (3).




L. monocytogenes es capaz de formar biopeliculas, y son estas estructuras las que
Je permiten mantenerse y tolerar condiciones adversas como las aplicadas en la industria
de alimentos para el control de los microorganismos (Bonsaglia y col., 2014). De
acuerdo a lo descrito en literatura, el proceso de formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes requiere primariamente del flagelo, estructura que permite el
asentamiento de la bacteria en una superficie (Lemon y col., 2007). Su funcién principal
seria guiar a la bacteria a la superficie, pero Iluego las glicosiltransferasas comienzan la
liberacién de exopolisacaridos del tipo N-Acetilmanosamina para formar el

microambiente, brindando proteccién a la nueva colonia (Kseoglu y col., 2015).

De acuerdo a o anterior, la expresion flagelar podria ser un mecanismo de control
de la produccién de biopeliculas. La regulacion en la expresion de las proteinas flagelares
se debe principalmente al represor transcripcional MogR (Cossart y Lebreton, 2014).
Este factor de transcripcién actia como un represor de los operones codificantes para
flagelo, y se encuentra expresado en la célula en todas las condiciones de temperatura.
Sin embargo, a temperatura ambiente, este represor se encuentra unido al inhibidor
GmaR, el cual impide su actividad represora, favoreciendo asi la sintesis de proteinas
flagelares. Cuando la bacteria es expuesta a temperaturas mayores a 34°C, el dimero
MogR-GmaR sufre un cambio conformacional, liberando a MogR, permitiendo la

inhibicién rapida de todos los sistemas de movilidad (Kamp y Higgins, 2011).

En un estudio publicado por Chang y col., 2012, mutantes de L. monocytogenes
fueron analizadas respecto a su capacidad de formar biopeliculas. Los resultados

revelaron que entre aquellos genes que afectaron la produccion de biopeliculas, se
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encontraban genes del aparato flagelar (tanto del filamento como del motor del flagelo),
genes de quimiotaxis, genes de “quorum sensing”, genes de glicosiltransferasas y genes
con funcién desconocida. Estudios independientes logran respaldar esta informacion,
dado que aquellos reportan una disminucion en la capacidad de L. monocytogenes de
formar biopeliculas cuando se ve modificada negativamente la expresion de genes
flagelares (Lemon y col., 2007), de genes asociados a virulencia (Luo y col., 2013) y de

genes asociados a “quorum sensing” (Riedel y col., 2009).

El sistema de “quorum sensing” es el sistema mediante el cual las bacterias son
capaces de determinar la densidad bacteriana en la vecindad. En el caso de L.
monocytogenes, esta posee un sistema hibrido, es decir, posee tanto el sistema canénico
de bacterias Gram positivas mediante oligopéptidos (sistema Agr), como el sistema
mediante autoinductor tipo 2 (LuxS) encontrado tanto en Gram positivas como Gram
negativas (Renier y col., 2011). En ambos casos la transduccién de sefiales se realiza
mediante sistemas de dos componentes (Henke y Bassler, 2004). Estudios han reportado
diferencias en la produccién de biopeliculas de L. monocytogenes mediante
modificacién en la expresién de genes vinculados tanto al sistema Agr (Chang y col,

2012) como al sistema LuxS (Sela y col., 2006).

Estudios han reportado que la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes es
méxima a temperaturas cercanas a los 20°C, disminuyendo a temperaturas ya sean mas
bajas o més altas (Barbosa y col., 2013; Bonsaglia y col., 2014), mientras que otros han
reportado una capacidad méxima en la formacién de biopeliculas a temperaturas

cercanas a los 37°C (Di Bonaventura y col., 2008; Moltz y Martin, 2005). Esta reduccién
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descrita ha sido evaluada mediante técnicas de microscopia y espectrofotometria en
condiciones de altas temperaturas (35°C y 37°C), refrigeracion (4°C y 12°C),

refrigeracion y estrés osmético, y refrigeracion y estrés 4cido.

L. monocytogenes, ademds de ser capaz de proliferar y formar biopeliculas en un
amplio rango de temperaturas, es capaz de formar biopeliculas en multiples superficies,
incluyendo acero, vidrio y plasticos (Bonsaglia y col., 2014). Diversos estudios han
evaluado la capacidad de formar biopeliculas en estas matrices y muchos autores
concluyen que L. monocytogenes es mas consistente en la produccién de biopeliculas en
superficies de acero y vidrio, por sobre plastico (Chavant y col., 2002; Di Bonaventura y
col., 2008). En la industria de alimentos se encuentran superficies de contacto fabricadas
con todos los elementos descritos, lo que establece a L. monocytogenes como un
problema para asegurar la inocuidad alimentaria, considerando su capacidad de formar
biopeliculas en las diferentes superficies y las propiedades de proteccién que le brinda la

biopelicula a las células (Pan y col., 2006).

La estructura de la biopelicula que L. monocytogenes es capaz de producir, ha
sido observada por diversos autores en distintas condiciones. Un patrén comiin
observado a bajas temperaturas ha sido la formacién de una biopelicula con forma de
monocapa, homogénea con momentos de alta densidad bacteriana que varia
dependiendo de Ias cepas y las condiciones ambientales utilizadas (Chavant y col., 2002;
Di Bonaventura y col., 2008; Mosquera-Ferndndez y col., 2014). El uso de distintos
medios de cultivo, ha resultado en formacién de biopeliculas con distintas

caracteristicas. Algunos autores han descrito que condiciones ambientales de bajos
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nutriente podrian favorecer la formacion de biopeliculas en L. monocytogenes (Kadam y
col., 2013). La mayoria de estos ensayos utilizan microscopfa de luz y microscopia de

epifluorescencia para la observacién de la biopeliculas.

Las condiciones ambientales afectan la formacion de biopeliculas como ha sido
mencionado, sin embargo, el rol en la formacién de estas estructuras que juegan las
caracteristicas propias de las cepas no ha sido descrito. Han sido descritas diferencias en
las capacidades de formar biopeliculas en relacion al serotipo de las cepas, la matriz de
donde fueron recuperadas y a la cantidad y tipo de 4cidos grasos que éstas poseen
(Doijad y col., 2015; Kadam y col., 2013). No obstante, esta informacion ain representa
un punto de discusién dado que distintos autores han encontrado resultados, muchas

veces, discordantes (Renier y col., 2011).

1.4 Propuesta de investigacion

Una coleccién de 110 cepas de L. monocytogenes se encuentra disponible en el
laboratorio de Microbiologia y Probidticos del INTA de la Universidad de Chile, la cual
ha sido generada durante un periodo de 5 afios. Estos aislados fueron clasificados de
acuerdo a su tiempo generacional a 8°C en 3 categorfas: crecimiento rapido, medio y
lento. Dos representantes de los grupos de proliferacién répida y lenta respectivamente
fueron seleccionados para evaluar la respuesta transcripcional global mediante
microarreglos. Se comparé la expresion de estos aislados de L. monocytogenes
expuestos a frio (8°C) respecto a 30°C usado como control. El andlisis de los datos
revel6 que estas cepas exiremas presentaron una expresion diferencial de genes

flagelares en respuesta a frio, las cepas de proliferacién rapida presentaron una menor
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expresion de los genes relacionados a la formacién de flagelo que las cepas lentas
(Cordero y col., 2016). Esta diferencia podria ser indicativa de una respuesta diferencial
a la hora de generar biopeliculas dada la importancia de estructuras flagelares a la hora

de invadir una nueva superficie (Lemon y col., 2007).

En este trabajo se plantea la siguiente hipdtesis: “Aislados de Listeria
monocytogenes con distintas velocidades de proliferacién en fiio presentan capacidades
diferenciales de movilidad y formacién de biopeliculas que se relacionan con los niveles
de expresion de los genes relacionados a estas funciones en respuesta a la baja
temperatura”. Para resolver esta hipétesis se utilizaron 8 cepas de L. monocytogenes
provenientes de distintas matrices alimentarias, a las cuales se les realizaron ensayos de
movilidad, cuantificacién y observacién de biopelicula formada y cuantificacién de la
expresion de genes asociados a movilidad y formacién de biopeliculas tanto en

condiciones de aclimatacion come de adaptacion.
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1.5 Hipdtesis

“Aislados de Listerin monocytogenes con distintas velocidades de
proliferacién en frio presentan capacidades diferenciales de movilidad y formacién
de biopelicula que se relacionan con los niveles de expresién de los genes vinculades

a estas funciones en respuesta a la baja temperatura”.

1.6 Objetivo General

Determinar la movilidad, la capacidad de formacion de biopeliculas y los niveles
de expresién de los genes asociados a estos procesos, en aislados de L. monocytogenes

con diferentes capacidades de proliferacion en frio.

1.6.1 Objetivos Especificos

1. Evaluar movilidad a 8°C de cepas de L. monocytogenes con distinta velocidad de
proliferacién en frio.

2. Evaluar capacidad de formar biopeliculas a 8°C de cepas de L. monocytogenes con
distinta velocidad de proliferacién en frio.

3. Evaluar la respuesta transcripcional de genes asociados a la formacion de
biopeliculas y movilidad en aislados de L. monocytogenes con distinta velocidad de

proliferacidén en frio ante exposicion a 8°C,




2 Materiales y Métodos

2.1 Cepas de L. monocytogenes
De un total de 110 aislados de L. monocytogenes, pertenecientes una coleccion
del Laboratorio de Microbiologia y Probidticos del INTA de la Universidad de Chile, se
seleccionaron 8 aislados que en un andlisis previo a 8°C mostraron diferentes
velocidades de proliferacién, 4 de ellos con tiempo de generacion (Tg) < a 8 horas

(rapidas) y 4 con Tg > 12,3 horas (lentas; Tabla 1).

Las cepas fueron recuperadas desde el cepario en TSAYE [Agar Tripticasa Soya
(BBL™) suplementado con Extracto de Levadura (Bacto™)] e incubadas a 37°C
durante toda la noche. La confirmacién de la pureza de las cepas se llevd a cabo en

CHROMagar™ Listeria (Oxoid).

2.2 Cultivo bacteriano en frio

Segiin el experimento a realizar, los aislados son cultivados a 8°C durante perfodos
definidos de acuerdo a la etapa de respuesta al frio: fase de aclimatacién, tiempo de
cultivo donde las bacterias no proliferan y permanecen viables o fase de adaptacidn,
tiempo de cultivo en la cual las bacterias se multiplican frente a la nueva condicién. En
ambos casos, los aislados son cultivados en medio TSBYE [Caldo Tripticasa Soya
(Bacto™) suplementado con Extracto de Levadura (Bacto™)] a pH 6.0, 30°C y 150 rpm
durante la noche. Posteriormente, el cultivo es ajustado a DOggo 0,3 en medio TSBYE pH

6.0 y se incuba durante 1, 2, 4 0 24 horas a 8°C (fase de aclimatacién).

i5




Tabla 1. Descripcion de los aislados de L. monocytogenes seleccionados

16

Aislado Origen Tg (horas) Clasificacion
LIST2-2" Marisco 7,6 Rapida

APA 1327 Pollo 7,9 Rapida

APA 6-7 Pollo 1.9 Rapida

AL 61-2B Queso 8,0 Rapida

AL 113 Carne 12,3 Lenta

AL 563-2 Helado 12,6 Lenta

AL 157-127 Queso 13,4 Lenta
BS3-2' Carne 13,5 Lenta

" Indica las cepas seleccionadas para los ensayos de expresion génica por ser las cepas

mas extremas de cada grupo.
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Por otro lado, para que las cepas alcancen la fase de adaptacion a 8°C, a partir del
cultivo ON, se ajusta un medio fresco (TSBYE) a DOgqo 0,05 y se incuba durante 96 horas
a 8°C a 150 rpm. A partir de este cultivo adaptado, se ajustard nuevamente un medio
fresco TSBYE a DOgyp 0,05 y se incubaré a 8°C y 150 rpm hasta llegar a una DOggo de

0,3 Io que equivale a un cultivo adaptado en fase de proliferacién exponencial.

2.3 PFGE para L. monocytfogenes
Se determiné el nivel de clonalidad de los aislados de L. monocytogenes
mediante un ensayo de electroforesis en campo pulsado o PFGE por sus siglas en inglés.
Para este procedimiento se siguié el protocolo descrito por PulseNet (CDC, 2013)
utilizando la enzima de restriccion Ascl (New England Biolabs, Opswich, MA, USA).

Se utilizé DNA genémico de Salmonella Enterica serotipo Braenderup H9812 digerido

con Xbal para normalizar la imagen, el cual fue cargado en dos carriles por cada gel. Los
perfiles de electroforesis fueron analizados mediante ¢l software GelComparll (Applied
Maths NV, Bélgica), utilizando el coeficiente de Dice y andlisis UPGMA con

parametros de optimizacion y tolerancia del 1% (Foerster y col., 2012).

2.4 Movilidad de L. monocytogenes
Se realizd una prueba de movilidad como ha sido descrito por Mosquera-
Fernandez y col., 2014 con algunas modificaciones. Se utilizé medio TSBYE semisolido
con 3 concentraciones distintas de agar: 0,20%, 0,25% y 0,30% en placas de Petri. Para
este ensayo, las cepas utilizadas fueron inoculadas en agar selectivo Chromo Listeria
Agar. Una colonia aislada fue recuperada con un asa bacteriolégica recta y se utilizé

para inocular, en cuadruplicado, placas de TSBYE con distintas concentraciones de agar.

| W
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Las placas inoculadas fueron incubadas a 8°C durante 10 dias y se determing el didmetro

(mm) de las colonias cada dos dias.

2.5 Ensayo de adherencia de L. monocytogenes a superficies de acero

El procedimiento fue realizado siguiendo la metodologia descrita por Herrera y
col., 2007, con algunas modificaciones. Las cepas seleccionadas fueron primariamente
adaptadas a frfo. En una placa de cultive celular de 24 pocillos, se introdujo en cada
pocillo un disco de acero inoxidable (10 mm de didmetro, 1 mimn de espesor, tipo 304 con
acabado 2B, MECSUS Ltda.), los cuales fueron previamente lavados, sumergidos en
etanol, tras lo cual fueron esterilizados por autoclave. A cada pocillo se agregaron 500 ul
del indeulo en fase de proliferacién exponencial temprana (DOsgp = 0,3). Las muestras
fueron incubadas durante 24 horas a 8°C sin agitacién. Para el ensayo se realizaron dos
réplicas bioldégicas y dos réplicas técnicas por cepa. Pasado el tiempo de incubacién, se
extrajo el sobrenadante, se lavé 3 veces el disco de acero con PBS estéril. Con una torula

estéril se recuperaron las bacterias adheridas a la superficie del disco, se introdujo la

térula en 5 ml de PBS y fue sometida a vortex durante 30 segundos. Se hizo un recuento
de las células mediante siembra en agar TSAYE considerando diferentes diluciones en

PBS de la suspension bacteriana.

2.6 Biopelicula de L. monocytogenes en superficies de acero
Se utilizé el protocolo descrito por Mosquera-Ferndndez y col., 2014 con algunas
modificaciones. Para los ensayos de adherencia, se inocularon los discos de acero con
las diferentes cepas adaptadas a frio y los cultivos se dejaron por 24 dias a 8°C. La

formacién de biopeliculas se evalud cada 6 dias. Para ello, cada disco fue lavado con

L
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PBS 3 veces, luego secado, tras lo cual las células fueron fijadas agregando 200 pl
metanol frio. Se retir6 el metanol y se dejaron secar por 15 minutos. Se les agrego una
solucién de cristal violeta al 1% durante 15 minutos para teflir las células. Los discos
fueron Iuego lavados con agua destilada hasta eliminar todo el exceso de cristal violeta.
Se dejaron secar los discos y se les agregaron 500 pl etanol al 95% y fueron incubados
durante 30 minutos. 200 pl del etanol con el pigmento violeta fueron utilizados para la
medicién mediante espectrofotometria a 595 nm (Biochrom® Asys UVM340),

permitiendo cuantificar la produccién de biopeliculas.

2.7 Biopelicula de L. monocytogenes en superficies de vidrio

Este ensayo fue disefiado para evaluar la capacidad de formar biopeliculas de los
diferentes aislados de L. monocytogenes en superficie de vidrio y ademas analizar su
estructura. Se utilizé el protocolo descrito por Sela y col, 2006 con algunas
modificaciones. Las cepas seleccionadas fueron primariamente adaptadas a fric. En una
placa de cultivo celular de 24 pocillos, se introdujo en cada pocillo un disco de vidrio de
1,2 cm de diametre y luego se agregd en cuadruplicado 500 pl del indculo en fase de
proliferacién exponencial ajustado 10® UFC/ml, se incubé durante 24 dias a 8°C y la
estructura de la biopelicula formada se analizé cada 6 dias mediante microscopia
confocal. Tras la incubacién, los discos de vidrio fueron lavados 3 veces con PBS y
luego se les agrego6 una solucion de naranja de acridina al 0,2% por 5 minutos para tefiir
las células de L. monocytogenes, tras lo cual los discos fueron 5 veces lavados con PBS.
La cantidad y estructura de las biopeliculas formadas fue analizada utilizando un sistema

de microscopia confocal (Eclipse Ti, Nikon y software NIS-Elements Viewer, Nikon).
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2.8 Extraccion de RNA de L. monocytogenes

Las cepas seleccionadas (LIST 2-2, APA 13-2, AL 157-12, BS 3-2) fueron
aclimatadas a 8°C durante 1, 2, 4 y 24 horas o adaptadas a frfo durante 96 horas como
fue descrito previamente. A partir de los cultivos aclimatados o adaptados, se tomaron 4
ml de cada cultivo y se precipitaron las células bacterianas, las cuales fueron lavadas dos
veces con PBS estéril. Como control, un cultivo de cada cepa fue realizado a 30°C, 150
rpm, para luego ser ajustados a una DOsggo de 0,05 utilizando medio TSBYE fresco.
Estos cultivos fueron incubados a 30°C hasta alcanzar una DQOgqp de 0,3, y luego las
células fueron recolectadas de la misma forma que los cultivos adaptados y aclimatados
a 8°C. Para Ia extraccion del RNA el “pellet” bacteriano obtenido fue resuspendido en
100 pl “buffer” TE con lisozima (10 mg/ml; MP Biomedicals). La suspension fue
incubada por 20 minutos a 37°C y luego se prosigui6 con el protocolo de extraccién y
purificacién del RNA mediante el sistema de exfraccion de RNA RNeasy mini kit
(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el RNA, para
eliminar trazas de DNA las muestras fueron tratadas con DNasa TURBO™ DNase
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto fue cuantificado
mediante espectrofotometria a 260 nm y la ausencia de DNA se verificé mediante PCR

convencional para el gen bgi4 (lmo0319).

2.9 Ensayos de qPCR

Para realizar la retrotranscripcion se utilizo 1 pg de RNA, obtenido de las respectivas
cepas de L. monocytogenes, utilizando la enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia

Virus Reverse Transcriptase; Promega), 0,5 pg de Random Primers (Invitrogen) y se ajustd
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el volumen a 15 pl con HO libre de nucleasas. Esta mezcla se incubé a 70°C por 5 minutos,
tras lo cual se dej6 en hielo por 5 minutos més. Posteriormente se afiadieron: 5 pl de M-
MLV RT “Buffer” 5x, 1,25 pl de cada dNTP 10 mM (Invitrogen), 25 U de RNasin
(Promega), 200 U de M-MLV RT, y 2,25 pl de agua libre de nucleasas. Luego el ciclo tnico
del termociclador fue de 37°C por 60 minutos y 70°C por 15 minutos. El cDNA obtenido se

almacend a -20°C hasta su posterior uso.

Para el disefio de los partidores se determinaron las zonas conservadas de los genes
blancos utilizando la herramienta BLAST en base al genoma de L. monocyfogenes EGD-e.
Luego se disefiaron los partidores mediante el programa Primer3 (Koressaar y Remm, 2007,
Untergasser y col., 2012), limitando el disefio a las zonas conservadas entre los genomas
secuenciados de L. monocytogenes. La lista de partidores se encuentra en Ja Tabla 2. Estos
fueron verificados in silico mediante la herramienta BLAST y una vez adquiridos, fueron
validados mediante PCR convencional. Para la reaccion de gPCR se utilizé el reactivo
FastStart Essential DNA. Green Master (Roche) y el equipo LightCycler® 96 (Roche). La
reaccion se llevd a cabo agregando: 5 pl de la DNA polimerasa SybrGreen, 0,3 pl del
partidor forward (10 mM) y 0,3 ul de partidor reverse (10 nm), 1 pl del cDNA y 3,4 pl de

agua libre de nucleasas, siguiendo el programa indicado en la tabla 3. La eficiencia de la

reaccion se determind usando el softiware LinReg PCR.
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Tabla 2. Partidores de L. monocyfogenes disefiados para el estudio de expresién génica.

Gen ID Secuencia de partidores (5°—3") Tm (°C)  Tamafio
DA ™% R ICAGCGTCAGITACAGACCA. 8 104Pb
CapB mo0bds o oATCOOrTT S 8o
CagD Imo04y e reeACTTITTGGTICG S TP
mogR Imo0674 prrocariccaccararic. S Sl
gmaR Imo0688 pcorcacrrogreracatcs b 10m
| cheR mole83 plrsoeTTanacoascta S 146
moBImo0s86 perarcaeraeraeraer b TP
flgD 1mo0696 F-TGGCGCAACTTTCCIT 58 91 pb

R-GATTGCAAGGCGGAGTTT




Tabla 3. Condiciones de la reaccién de qPCR para ensayos de expresion geénica
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Etapa Ne° de Ciclos Temperatura [°C] Duracién [s]
Pre incubacidn inicial 1 95 600
Pre incubacion o T
Alineamiento 40 58 10
Amplifieacién T 10 ...
95 10
Melting 1 65 60
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La expresion relativa de cada gen se determin6 mediante el método AACt descrito
por (Livak y Schmittgen, 2001) con las modificaciones descritas por AppliedBiosystems
(AppliedBiosystems, 2008), siendo valores mayores a 1 calificados como sobreexpresion y
valores menores a -1 como represion. El gen rDNA 1685 (Imor04) se usé como normalizador

(Tasara y Stephan, 2006).

2.10Estadistica
Para los ensayos de movilidad, adherencia, formacion de biopelicula en acero y
gPCR, se evaluaron las diferencias obtenidas entre grupos mediante la prueba hipétesis
de T de Student, corroborando el poder estadistico de los datos y verificando los

supuestos, utilizando el software R (R Core Team, 2015).




3 Resnltados
Los resultados seran presentados de acuerdo a los objetivos planteados en el

proyecto.

Objetivo especifico 1

3.1 Determinacion de clonalidad de aislados de L. monocytogenes
Previo a los ensayos de movilidad y formacién de biopeliculas se evalud la

relacion clonal de las cepas a estudiar mediante PFGE (Tabla 1).

El analisis de los perfiles electroforéticos obtenidos se presentan en el
dendrograma de la figura 3. Los resultados indican una amplia diversidad genética entre
los aislados y no se identificaron grupos clonales. La similitud de perfiles
electroforéticos identificada varié entre 40% y 90%. Desde este momento en adelante se

hara referencia a estos aislados como cepas de L. monocytogenes.

3.2 Determinacién de la movilidad celular
Con el fin de validar fenotipicamente la observacion realizada por Cordero y col.,
2016, es decir relacionar el nivel de expresion de proteinas flagelares con la capacidad
de movilizacién bacteriana, es que se evalu6 la movilidad mediante un ensayo en agar
semisélido. Para este ensayo se utilizaron las mismas cepas presentadas en la Tabla 1, y

se evalud su movilidad a 8°C.
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Figura 3. Dendrograma de 8 aislados de L. monocytogenes pertenecientes al grupo

rapido o lento a 8°C (Tabla 1). Se presenta en el dendrograma la distancia relativa en

los nodos, el nombre de asignacién por cepa y el grupo al que corresponden en base a su

adaptacion a 8°C.
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Los resultados de los ensayos de movilidad se representan como el didmetro de
nado de la bacteria (figura 4). Se observa que las cepas lentas presentan una movilidad
significativamente mayor que las cepas rapidas, que se incrementa en el tiempo y que es
independiente de la cantidad de agar con la que el medio fue suplementado. Sin
embargo, se aprecia que a menor concentracion de agar la diferencia de movilidad entre

los grupos es mayor.
Objetivo especifico 2

3.3 Formacién de biopelicula de cepas de L. monocytogenes
Se evalué la capacidad de formar biopeliculas en cepas rapidas y lentas de L.
monocytogenes en superficies de acero y de vidrio a 8°C. Los resultados se presentan a

continuacion.

3.3.1 Formacion de biopeliculas en acero
En este tipo de superficie se midié la adherencia inicial (exposicion durante 24

horas) y la formacion de biopelicula durante 24 dias.

3.3.1.1 Capacidad de adherencia de L. monocytogenes a superficie de acere

Se compar6 la capacidad de adherencia de las cepas del grupo répido en relacién

a las cepas del grupo lento (tabla 1). Las cepas de L. monocytogenes fueron expuestas a
una superficie de acero inoxidable durante 24 horas a 8°C, de tal manera de poder
evaluar la capacidad de unién a la superficie de las bacterias, sin dar tiempo a la

maduracién de la biopelicula. Los resultados obtenidos son presentados en la figura 5.
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Figura 4. Movilidad a 8°C de cepas de L. monocytogenes rapidas y lentas. Se

expresa el diametro promedio de nado del grupo de cepas rapidas (azul) y lentas (roja)

en placas con medio TSBYE suplementado con concentracion de agar al 0,20% (A),

0,25% (B) y 0,30% (C) a 8°C. Ambos grupos estaban formados por 4 cepas (tabla 1).

Cada punto representa el promedio de la movilidad de cuatro cepas con sus cuatro

réplicas cada una. Las barras indican la desviacion estandar. Las diferencias observadas

entre los grupos en todos los puntos son significativas (P < 0,05) excepto para la

medicion de las 48 horas en el agar al 0,30%.
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Figura 5. Comparacion de la capacidad de adherencia de cepas rapidas y lentas de

L. monocytogenes a superficie de acero a 8°C. Unidades formadoras de colonias

(UFC) adheridas disco de acero. No hay diferencias significativas entre los grupos (P >

0,05).
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Las cepas répidas y lentas presentaron el mismo grado de adherencia a
superficies de acero durante 24 horas de exposicién (P > 0,05), siendo éste cercano a 4 x

10° UFC/disco de acero.

3.3.1.2 Capacidad de formacion de biopelicnla de L. monocytogenes en
discos de acero en el tiempo

Se evaluo la capacidad de formar biopeliculas a 8°C para las cepas pertenecientes
al grupo rapido y lento (tabla 1). El grupo de cepas répidas alcanzé un mdiximo de
produccién de biopeliculas cercano al dia 6 para todas las cepas, destacando a LIST 2-2,
dado que esta cepa present6 una cantidad de biopelicula mayor que las demas en todos
los tiempos (figura 6A). El analisis estadistico revela una disminucion significativa de la
cantidad de biopelicula de las cepas rapidas a partir del dia 12 con respecto a lo
observado en el dia 6. Por otro lado, en el grupo de cepas lentas (figura 6B) el maximo
detectado se observé en el dia 6, el que se mantuvo hasta el dia 12, la disminucion se

observé a partir del dia 18 (P <0,05).

3.3.2 Produccion de biopelicula de L. monocytogenes en superficies de vidrio

Con el fin de determinar la capacidad de formar biopeliculas en superficies
diferentes al acero, se utilizaron discos de vidrio, los cuales ademas permitieron analizar
la estructura de las biopeliculas formadas por las cepas de L. monocytogenes. Se realizo
un analisis cualitativo de las imégenes obtenidas mediante microscopia confocal de
biopeliculas formadas en léminas de vidrio por las 8 cepas de L. monocytogenes

estudiadas (figuras 7 y 8).
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A) Biopeliculas de cepas rapidas

m LIST 2-2
m APA 13-2
m APA 6-7
= AL 61-2B

DO 595 (nm)

B) Biopeliculas de cepas lentas

mBS 3-2
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® AL 563-2
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Figura 6. Formacion temporal de biopelicula a 8°C de cepas de L. monocytogenes
en discos de acero. Formacion de biopelicula por cepas rapidas (A) y lentas (B) a
distintos tiempos de incubacion. Se presenta la densidad dptica capturada a 595 nm. Los
valores son presentados por cepa y por dias de incubaciéon a 8°C. Las barras de error

indican la desviacién estandar. Cada ensayo se realizé con dos réplicas técnicas y dos

réplicas biologicas.
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Tanto en las cepas rapidas como en las lentas, la biopelicula formada estuvo
compuesta por una monocapa de células distribuidas de forma homogénea. Se destaca
que en el grupo ripido la mayor produccion de biopelicula se observd en el dia 6,
mientras que en grupo lento esto ocurrié enire el dia 12 y el 24. En las biopeliculas
formadas por el grupo lento se aprecian zonas con mayor densidad de células en
comparacion con las biopeliculas de las cepas rédpidas.

Consistente con lo observado en las laminas de acero, en el caso de las cepas
rapidas (figura 7) la cepa LIST 2-2 formé una biopelicula de mayor densidad que las
demads cepas del grupo, presentando su méximo al dfa 12 el cual perdura hasta el dia 18.
Las demas cepas rapidas presentaron su méximo ya sea al dia 6 o al dia 12, decayendo
en las mediciones posteriores. En el caso del grupo lento (figura 8), la méaxima
produccién de biopelicula en ldminas de vidrio, ocurre a tiempos distintos entre las
cepas. El analisis de las biopeliculas de las cepas lentas mostr6é que BS 3-2 presenta una
méxima produccion de biopelicula en los dias 12 y 24, mientras que la cepa AL 157-12
presentd una biopelicula desde el dia 12 con un maximo en el dia 24. La cepa AL 563-2
fue la mayor productora de biopelicula dentro del grupo de cepas lentas con un miximo
de produccion en el dia 18 mientras que la cepa AL 113 fue la menos productora {con un

maximo en el dia 12).
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APA 13-2 APA 6-7 AL 61-2B LIST 2-2

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Dia 24

Figura 7. Formacion de biopelicula a 8°C en superficie de vidrio por las 4 cepas del
grupo rapido. Las biopeliculas de L. monocytogenes formadas en medio TSBYE
expuestas a 8°C durante 24 dias, fueron colectadas cada 6 dias, para luego ser tefiidas
con naranja de acridina y visualizadas por microscopia confocal. Las imagenes
presentan un pseudocolor verde para destacar relieve. Las barras indican una distancia

de 50 pm.
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BS 3-2 AL 157-12 Al 563-2 AL 113

Dia 6

Dia 12

Dia 18

Dia 24

Figura 8. Formacion de biopelicula a 8°C en superficie de vidrio por las 4 cepas del
grupo lento. Las biopeliculas de L. monocytogenes formadas en medio TSBYE
expuestas a 8°C durante 24 dias, fueron colectadas cada 6 dias, para luego ser tefiidas
con naranja de acridina y visualizadas por microscopia confocal. Las imégenes
presentan un pseudocolor verde para destacar relieve. Las barras indican una distancia

de 50 pum.
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3.4 Determinacién de la respuesta transcripcional
Dado que el proceso de formacion de biopelicula es dindmico, se realizo un
analisis cinético (fase de aclimatacion y de adaptacion a frio) de la expresion de genes
relacionados a la formacion de biopeliculas en dos cepas rapidas (LIST 2-2 y APA 13-2)
y dos cepas lentas (BS 3-2 y AL 157-12; tabla 1). Para este andlisis se incluyé un total
de 7 genes que codifican para proteinas que participan en “quorum sensing”, formacién

de flagelo, y quimiotaxis.

Los genes seleccionados de “quorum sensing” fueron agrD (Imo0048) que
codifica para el precursor del autoinductor y agrB (Imo0049) que codifica para el
transportador de membrana. Referente a los genes flagelares, estos estan codificados en
tres operones (tabla 4). Para el estudio se escogieron representantes de cada operdn, los
que incluyeron al gen del motor del flagelo motB (lmo0696), al gen de la base del
flagelo flgD (Imo0696) y los genes reguladores mogR (Imo0674) y gmaR (Im0688). El

gen cheR (Imo0683) fue seleccionado porgue se relaciona con el proceso de quimiotaxis.

En la figura 9 se presentan los resultados de expresion para los genes agrD,
agrB, motB, flgD, mogR y cheR. Es posible observar un comportamiento similar en la
expresion de todos los genes analizados durante las primeras 24 horas (etapa de
aclimatacion a 8°C) en las cepas rapidas y lentas. Por el contrario, a las 96 horas cuando
las cepas se encuentran adaptadas al frio, ocurre una diferenciacion en la expresion, que
se traduce en una represion de los genes estudiados en las cepas rdpidas y una leve

sobreexpresion en las cepas lentas.
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Tabla 4. Operones que conforman el flagelo de L. monocytogenes

Operdén N° Nombre Genes pertenecientes al operdén
Operén393  Represor Imo0673; Ino0674
oo Branscripeiomal e

Imo0675;Imo0676;Imo0677;Imo0678;imo0679;
Operén 394 Fibra flagelar Imo0680;Imo0681,;Imo0682;Imo0683;Imo0684;
Imo0685; Imo0686;Imo0687;Imo0688; Imo0689

Operén 397 M Imo0696;Imo0697;Imo0698;Imo00699;imo0700;
peron otor Imo0701:Imo0702

* Genes subrayados indican los genes seleccionados para anélisis mediante qPCR. Para la

prediccién de operones se uso el programa ProOpDB (Taboada y col., 2012).
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Figura 9. Cinética de expresion de genes asociados a biopelicula en L.
monocytogenes. Se presenta la cinética de expresion de genes de “quorum sensing”
lagrD (A) y agrB (B)], flagelo [flgD (C) y motB (D)], regulacién transcripcional [mogR
(E)] y quimiotaxis [cheR (F)]. Los tiempos analizados son 1, 2, 4, 24 y 96 horas de
exposicion a 8°C. Grafico en escala logaritmica en base 10. Lineas verdes representan

cepas del grupo rapido y lineas rojas representan cepas del grupo lento.
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En particular respecto al gen regulador gmaR, sus niveles de expresion fueron
determinados al comienzo de la aclimatacion (2 horas a 8°C) y en adaptacion (96 horas a
8°C). El gen gmaR forma parte del operén 394 (tabla 4) que codifica los componentes
que forman parte de la fibra flagelar. GmaR es un represor estructural de MogR que
actia como represor transcripcional de los genes asociados a flagelo. El resultado
muestra una disminucién en los niveles de expresion del gen gmaR durante la adaptacion

exclusivamente en las cepas rdpidas. En el caso de las cepas lentas no se observa una

diferencia entre la aclimatacion y la adaptacion (figura 10).
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Expresion Relativa

APA 13-2  LIST 2-2 BS3-2 AL 157-12

Figura 10. Cinética de expresion del gen gmaR de L. monocytogenes. En barras
solidas se ve la expresion del gen en aclimatacion (2 horas de exposicion a 8°C) y en
barras achuradas se ve la expresion del gen en adaptacion (96 horas de exposicion a
frio). Las dos cepas de color verde son representantes del grupo rapido, y las dos cepas
de color rojo son representantes del grupo lento. Cada barra representa el promedio de

dos réplicas técnicas y dos réplicas bioldgicas. Las barras indican desviacion estandar.



4 Discusién

L. monocytogenes es un microorganismo patégeno, ubicuo, que en las personas
susceptibles genera una enfermedad llamada listeriosis y que se produce por el consumo
de alimentos contaminados (CDC, 2015). Una de las formas en que L. monocytogenes
puede alcanzar los alimentos es a fravés de la manipulacién de estos en superficies
contaminadas. Esta bacteria es capaz de establecerse sobre superficies inertes, tales
como acero, y sobre ellas formar biopeliculas. Esta caracteristica hace que L.
monocytogenes constifitya un riesgo microbioldgico para la industria de los alimentos
(Doijad y col., 2015).

En la presente investigacion se seleccionaron 8 aislados de L. monocyfogenes
obtenidos de diferentes matrices alimentarias y que fueron caracterizados inicialmente
mediante PFGE. En este estudio observamos perfiles de similitud enfre 40% a 90%. En
particular, los aislados AL 113 y BS 3-2 fueron los vinicos que presentaron 90% de
similitud genética, lo cual podria estar relacionado con el origen de estas cepas ya que
ambas provienen de la matriz “carne” y ademds ambas han sido clasificadas como cepas
de proliferacion lenta en frio. Montero y col., 2015 hacen referencia a este mismo
comportamiento, en el cual identificaron perfiles genéticos similares entre cepas
obtenidas de una misma matriz. Esta propuesta explica también que la cepa LIST 2-2,
siendo la Gnica proveniente de la matriz “mariscos”, presente un perfil genético con una
similitud de tan sélo 40% con el resto de los aislados.

En el trabajo publicado por Cordero y col., 2016, se determind, entre otros, que la

exposicion a 8°C vs. 30°C induce diferencias en la expresion de genes asociados a
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movilidad celular entre las cepas de rapida y lenta proliferacién a 8°C, donde las cepas
ripidas presentaron una represion de genes flagelares, mientras que las cepas lentas
presentaron una sobreexpresion. Una de las explicaciones otorgadas a esta diferencia de
expresion fue el ahorro energético que significa para la bacteria la disminucion en la
formacion de flagelo, lo que permitiria favorecer una mayor proliferacion a baja
temperatura. Esta explicacion también ha sido otorgada a procesos de virulencia en
bacterias, dado que la expresién de estos elementos requiere de un alto costo energético,
siendo fundamental su expresién unicamente en momentos oportunos para lograr una
invasion y colonizacion efectiva del agente hospedero (Gripenland y col., 2010; Hurme
y Rhen, 1998).

La expresion de estructuras flagelares ha sido vinculada con la formacién de
biopelicula de L. monocytogenes, sin embargo, el rol no ha sido descrito cabalmente.
Algunos estudios reportan cue el flagelo actlia como un elemento critico en etapas
tempranas de formacion de biopeliculas (Lemon y col, 2007), mientras que otros
autores, mediante el uso de mutantes para genes flagelares de L. monocytogenes, han
determinado que esta bacteria es capaz de producir biopeliculas en ausencia de flagelo,
pero en menor proporciéon (Chang y col, 2012). Por otro lado, otros autores han
observado que la formacién de biopelicula de L. mornocyfogenes a temperaturas
superiores a 30°C se ve reducida (Bonsaglia y col., 2014; Lee y col., 2014), mientras que
otros revelan un aumento en la formacion de biopeliculas a 37°C (Kadam y col., 2013) y
una reduccion a temperaturas menores que 20°C (Chavant y col., 2002). La expresion de
genes flagelares y su relacion con la temperatura ha sido ampliamente estudiada y

descrita por el grupo de Higgins en miiltiples trabajos (Alonso y col,, 2014; Griindling y
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col., 2004; Kamp y Higgins, 2009, 2011; Lemon y col., 2007; Shen y Higgins, 2006).
Entre ellos, los autores explican la dinamica de expresion de genes flagelares en L.
monocytogenes, en la cual los genes son reprimidos por el regulador MogR a
temperaturas superiores a los 34°C (Kamp y Higgins, 2011). La disminucion de la
sintesis de proteinas flagelares ha sido descrito como un mecanismo de evasién del
sistema inmune, debido a que los mamiferos presentan una temperatura corporal cercana
a los 37°C, y a que la flagelina es reconocida como antigeno H por el sistema inmune
innato mediante receptores tipo Toll (TLR; Hayashi y col., 2001). Por esa razdn, es que
en este trabajo se ha decido estudiar cepas L. monocytogenes con distinto nivel de
expresion de proteinas flagelares a 8°C, y la implicancia que presenta el flagelo en la
capacidad de formar biopeliculas a bajas temperaturas (8°C) en L. monocytogenes.
Referente a los niveles de adherencia a superficies de acero pasadas 24 horas de
exposicion a 8°C, resulté ser independiente de los niveles de expresion de genes
flagelares en las cepas estudiadas lo cual refuta la hipétesis planteada. La similitud en
los niveles de adherencia entre las cepas rapidas y lentas puede ser asociada a factores
diferentes a la cantidad de flagelo (Chae y col., 2006). Existen estudios que describen la
funcién del flagelo como un elemento que permite superar las fuerzas de repulsion
electroestaticas producidas entre la superficie de contacto y la superficie bacteriana
(Bonsaglia y col.,, 2014; Di Bonaventura y col., 2008), pero elementos como los
exopolisacaridos y fimbrias también actuarian dentro del proceso de adherencia a la
superficie (Chae y col., 2006; Goulter y col., 2009; Rivas y col., 2007; Tresse y col.,
2009). Otros autores han realizado experimentos similares, entre ellos Moitz y Martin,

2005, estudiaron la formacién de biopelicula de L. monocytogenes a 4°C, en el cual,
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pasadas 24 horas, obtuvieron una magnitud de adherencia de 10* UFC en cada disco de
acero, lo que se encuentra cercano a 1 orden de magnitud bajo lo encontrado en este
trabajo. No obstante, los resultados presentados por los autores se basan en la biopelicula
de una tinica cepa de L. monocytogenes, mientras que en este trabajo se utilizé un mayor
niimero de cepas y cuyo nivel de adherencia varié entre 10° y 10° UFC por disco de
acero. Ademas, las diferencias observadas pueden ser atribuidas a las distintas
temperaturas utilizadas (4°C vs. 8°C). Por otro lado, Chae y col.,, 2006 realizaron
ensayos de adherencia a 37°C, temperatura a la cual es reprimido el flagelo, obteniendo
entre 10% y 10* UFC por disco de vidrio pasadas 3 horas de incubacién. Estos resultados
son concordantes con la inhibicion completa del flagelo que se describe a 37°C y su
funcion en la adherencia.

Las cepas de L. monocytogenes seleccionadas, fueron capaces de formar
biopeliculas en superficies de acero y de vidrio. En este estudio ademds se ensay¢é la
capacidad de formar biopeliculas en superficies poliestireno (placas de microtitulacion)
de acuerdo al protocolo descrito por Djordjevic y col., 2002. Los resultados mostraron
que a 8°C las cepas estudiadas no formaron biopeliculas en poliestireno (datos no
mostrados) lo cual también ha sido reportado por otros autores (Bonsaglia y col., 2014).

La capacidad de formar biopelicula a 8°C de L. monocytogenes resultd ser
independiente de la velocidad de proliferacion de las cepas en frio. Respecto a otros
estudios, se observé una diferencia en el tiempo en que las distintas cepas de L.
monocytogenes logran una maxima produccién de biopeliculas a 8°C. Estudios de
Mosquera-Fernandez y col., 2014 y Chavant y col., 2002 indican que a 25°C y 20°C

respectivamente, la méxima produccién de biopeliculas sobre acero se alcanza a entre




los 5 y 7 dias de incubacién. En nuestro estudio a 8°C el tiempo para alcanzar una
méxima produccion de biopeliculas fue diferente entre las cepas répidas y lentas de L.
monocytogenes, destacando para las cepas rapidas un menor tiempo para alcanzar este
méximo. Esta diferencia podria relacionarse con la velocidad de proliferacién a 8°C, lo
que haria mas semejante la dindmica de formacién de biopeliculas entre el grupo de
cepas rapidas con otras cepas en condiciones ptimas de formacion de biopeliculas. Sin
embargo, la biopelicula formada por el grupo de cepas lentas fiue mas persistente, es
decir, fue posible observar formacién de biopeliculas por todas las cepas durante
tiempos més prolongados. La disminucion de la biopelicula posterior al punto méximo
de formacion ha sido discutida por miltiples autores como un proceso normal de
maduraciéon de la biopelicula en el cual Ia motilidad del flagelo puede inducir una
separacion de las células desde la superficie (Bonsaglia y col., 2014; Di Bonaventura y
col., 2008).

Respecto al andlisis estructural de las biopeliculas, otros autores han observado
que la biopelicula formada por P. aeruginosa (PAl4) presenta zonas con mayor
densidad de células, lo que ha sido descrito como un paso natural en la formacién de
microcolonias durante la maduracion de la biopelicula (O'Toole y Kolter, 1998). De
manera equivalente, solo en las cepas de proliferacion lenta de L. monocytogenes, se
observaron biopeliculas con zonas de mayor densidad celular mediante el analisis de
microscopfa confocal. Estas agrupaciones han sido descritas como elementos dindmicos,
resultando en una constante organizacién y desorganizacion de estas estructuras, las que

pueden ser observadas entre los distintos dias estudiados.
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Al observar individualmente las biopeliculas formadas por las distintas cepas de
L. monocytogenes, se observa que LIST 2-2 (rdpida) y AL 157-12 (lenta) presentan un
comportamiento diferente del resto de las cepas de su grupo. Al analizar los datos sin
estos ejemplares, se observa un nivel de produccion de biopelicula mds homogéneo
dentro de cada subgrupo observando una tendencia donde las cepas del grupo lento &Tg
a 8°C) presentan una mayor formacion de biopeliculas que las cepas pertenecientes al
grupo rapido, siendo esta tendencia no significativa (7>0,05).

De acuerdo a los resultados de expresion génica el estudio mostrd que durante la
etapa de aclimatacion a frio (tiempo menor a 24 horas) los niveles de expresién de los
genes estudiados fueron similares en las diferentes cepas de L. monocyfogenes (répidas y
lentas). Por el contrario, cuando las cepas estaban adaptadas a la baja temperatura (96
horas) en las cepas de proliferacion ripida se observé una disminucion de la expresion
de los genes de flagelo, “quorum sensing” y quimiotaxis. Los resultados de la movilidad
a 8°C de las cepas estudiadas fueron concordantes con los niveles de expresién de genes
flagelares entre cepas rapidas y lentas adaptadas a 8°C. A diferencia de los resultados
obtenidos en el presente estudio, Durack y col., 2013, realizaron un anélisis de tolerancia
al frio (velocidad de proliferacién en frio) de tres cepas de L. monocytogenes y entre las
m4s tolerantes y menos tolerantes no se observaron diferencias en su movilidad a 4°C.

Respecto a la regulacion de la expresion de los genes estudiados, se observd que
la expresion del represor flagelar mogR (figura 9E) en las cepas rapidas se ve disminuida
a las 96 horas, sin embargo la expresién de los genes flagelares que son blanco de este
regulador, no presentan un aumento. Para describir este comportamiento es necesario

analizar la expresién del gen gmaR, cuyo producto génico, la proteina GmaR, actta
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como un inhibidor de la accién de MogR mediante unién de ambas proteinas formando
un complejo inactivo MogR-GmaR (Kamp y Higgins, 2011). Tanto en las cepas lentas
como en las rdpidas, la expresion del gen gmaR no cambia durante Ia aclimatacién (hasta
las 24 horas), lo que coincide con la ausencia de cambios de los demés genes analizados
durante la misma fase de respuesta al estrés. En cuanto a la adaptacion (96 horas), se
observa en las cepas rdpidas una ausencia de cambio en la expresién del represor
transcripcional mogR, mientras que el gen de su inhibidor, gmaR, presenta una represién
de 5 veces de cambio. Esto implica que el mayor nivel de transcrito del gen mogR se
podria relacionar con una mayor sintesis de la proteina MogR que estaria disponible para
reprimir los genes flagelares, como se ve en las cepas rapidas. Por el contrario, en el
grupo lento, la expresion del represor transcripcional mogR no varia considerablemente,
al igual que la expresi6én de su inhibidor gmaR, lo que podria explicar entonces el mayor

nivel de expresion de los genes flagelares respecto a lo observado en las cepas rapidas.



5 Conclusiones
Cepas de L. monocytogenes con mayor nivel de expresion de proteinas flagelares
presentan un mayor grado de movilidad a 8°C.
Diferentes cepas de L. monocytogenes son capaces de formar biopeliculas a 8°C
en distintas superficies y esta capacidad es independiente de su velocidad de
proliferacion a 8°C.
La represion del gen gmaR en cepas de L. monocytogenes de proliferacién rapida
en frio, favorece la represion de proteinas flagelares a 8°C.
Futuros estudios estaran enfocados en establecer la relacion entre la capacidad de

formacion de biopeliculas, la virulencia de las cepas y la velocidad de proliferar

en frio.
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