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RESUMEN
Listeria monocytogenes es un patdgeno transmitido por alimentos, causante de
listeriosis. L. monocytogenes resiste diversos factores de estrés que se utilizan en la
industria de los alimentos para evitar la contaminacion y proliferacién bacteriana, entre
estos el frio. El cobre (Cu) es un metal que posee propiedades antimicrobianas y podria
ser util para control este patdégeno. Se ha reportado que cultivos de L. monocytogenes
suplementados con concentraciones subletales de Cu reducen su velocidad de
crecimiento cuando se exponen a 8°C en comparacion con su crecimiento a 37°C. L.
monocytogenes se adhiere a superficies y forma biopeliculas (Bp), lo cual le permite
persistir en equipamientos utilizados en la industria alimenticia. Los estudios han
demostrado que existen genes clave para la formacion de Bp. Objetivo: Relacionar la
presencia y la respuesta transcripcional de genes asociados a la formacion de
biopelicula en aislados de L. monocytogenes con su capacidad de formar biopelicula en
frio y cobre. Métodos: Se llevé a cabo una exhaustiva busqueda bibliografica para
identificar genes relacionados a la formacién de Bp en L. monocytogenes. Luego, los
genes identificados fueron buscados en el genoma de 422 aislados de L. monocytogenes
proveniente de distintos origenes de aislamiento (ambiente, clinica, alimentos y aguas)
mediante el software Ridom Seqsphere+. Se analizaron los genomas segun la
presencia/ ausencia de los genes y se escogieron 18 aislados pertenecientes a cuatro
grupos (A-D) con diferentes perfiles de genes. Se evaluo la capacidad de formacion de
Bp de los aislados en 4 condiciones: 37°C, 8°C, 37°C+Cu (0,5 mM) y 8°C +Cu (0,5 mM).
La cantidad de Bp fue determinada luego de 48 hrs mediante el método de tincion con
cristal violeta. Resultados: Se identificaron 119 genes relacionados a la formacion de Bp,
los cuales fueron divididos en 2 categorias: genes directamente relacionados a Bp (n=20)

y genes indirectamente relacionados a la formacion de Bp (n=99), cuya funcion



especifica se relaciona con otros procesos celulares, pero que la evidencia indica que la
perdida de funcionalidad de dicha proteina afecta la formacion de Bp. Los genes
directamente relacionados a Bp estan altamente conservados en los genomas de L.
monocytogenes; sin embargo, la presencia de los genes indirectamente relacionados a
Bp en los genomas de L. monocytogenes varid. Todos los aislados mostraron capacidad
de formar Bp en las cuatro condiciones evaluadas. La cantidad de Bp no cambié
significativamente cuando L. monocytogenes fue expuesta a 8°C o Cu respecto a lo
observado a 37°C. Sin embargo, la exposicion de L. monocytogenes a 8°C y Cu
simultaneamente mostré un aumento en la formacion de Bp en comparacion con la
formacion de Bp a 37°C. La capacidad de formacién de biopeliculas, a 37°C y frente a
los factores de estrés evaluados, fue independiente de la presencia de genes y la
capacidad de formacion de estas estructuras. Tampoco se observé una relacién entre la
formacion de Bp y el serogrupo. Es necesario evaluar la regulacion de la respuesta
transcripcional de estos genes para comprender la diferencia observada en el nivel de

produccién de Bp en condiciones de estrés.



ABSTRACT
Background: L. monocytogenes is a foodborne pathogen that causes listeriosis. Lm resist
many stresses used in food processing environments to avoid bacterial growth as low
temperature. Copper (Cu) is a metal with antimicrobial properties, and it may be useful
to control this pathogen. Previously has been reported that L. monocyogenes cultures
supplemented with sublethal Cu concentrations were less viable when growing at 8°C
than when cultured at 37°C. L. monocyogenes can adhere and form biofilms (Bf) in
different materials. This determines the pathogen ability to persist in equipment and
environments in the food industry. Studies have shown that there are key genes for the
Bf-formation. Aims: To relate the presence of Bf-associated genes in the genome of L.
monocyogenes isolates with their ability to form Bf in cold and copper. Methods: An
exhaustive bibliographic search was performed to identify L. monocyogenes Bf-related
genes. Then, a local database of 422 L. monocyogenes genomes from different sources
(water, foods, food processing environments and clinical) was analyzed to identify the
presence of Bf-related genes using Ridom SeqSphere+ software. L. monocyogenes
genomes were clustered according to the presence or absence of genes and 18 isolates
belonging to four groups (A-D) with different gene profiles were chosen for further assays.
The Bf-forming capacity of the isolates was evaluated under the following conditions:
37°C, 8°C, 37°C+Cu (0,5 mM) and 8°C +Cu (0,5 mM). The Bf was quantified after 48 hrs
using a crystal violet stain. Results: 119 genes related to the formation of Bf were
identified, which were divided into 2 categories, genes directly related to Bf (n = 20) and
genes indirectly related to Bf formation (n = 99) whose specific function is related to other
cellular processes, but the evidence indicates that the loss of functionality the correlating

protein affects the formation of Bf. Genes directly related to Bf were highly conserved in



L. monocyogenes genomes. All isolates showed the ability to form Bf under all four
evaluated conditions. The Bf levels did not change significantly when L. monocyogenes
was exposed to 8°C and Cu separately compared to the control (37 ° C). The presence
of Cu at 8°C significantly increased the Bf formation reaching higher levels than 37°C.
The biofilm formation capacity, at 37°C and against the evaluated stress factors, was
independent of the presence of genes and the formation capacity of these structures.
Neither was a observed a relationship between Bf-formation and the serogroup. It is
necessary to evaluate the regulation of transcriptional response of these genes to

understand the difference observed in the level of Bf production under stress conditions.



INTRODUCCION
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) causan una morbilidad y
mortalidad importante a nivel mundial, ademas de ser consideradas un problema
complejo para la salud publica (Jordan & McAuliffe, 2018). Anualmente los reportes
indican que una de cada diez personas alrededor del mundo se enferma luego de
consumir alimentos contaminados, y se producen aproximadamente 420.000 muertes al
afo por esta causa (Organizacion Mundial de la Salud, 2021)
Los agentes causantes de ETAs pueden ser de naturaleza fisica, quimica y/o bioldgica,
donde estos ultimos son los mas dificiles de controlar. Los agentes biolégicos incluyen
bacterias, virus y parasitos (Jacobs y col., 2020).
Uno de estos microorganismos patdgenos transmitidos por los alimentos es Listeria
monocytogenes (Jordan & McAuliffe, 2018). L. monocytogenes es una bacteria coco-
bacilar, Gram-positiva y ubicua, que puede contaminar alimentos, los cuales constituyen
la principal via de infeccién para los humanos. El cuadro clinico generado por esta
bacteria recibe el nombre de listeriosis y su incidencia alcanza a 4,8 personas cada 1
milléon de habitantes (CDC, 2021). En humanos la listeriosis se puede presentar como
una gastroenteritis febril hasta una enfermedad invasiva severa, que afecta
particularmente a poblaciones de riesgo como neonatos, mujeres embarazadas,
inmunodeprimidos y personas ancianas. Las tasas de mortalidad de la listeriosis son
mas altas que de otros agentes bioldgicos causantes de ETAs y pueden llegar a valores
de hasta 30 % (Buchanan y col., 2017; Lecuit y col., 2020).
Existen cuatro linajes de L. monocytogenes (I, Il, lll y 1V), 15 diferentes serotipos los
cuales se agrupan en cuatro serogrupos (lla, llIb,llc y IVb) (Liu y col., 2006; Orsi y col.,
2011; Leclerq, 2011). En particular, el serotipo 4b del serogrupo Vb, esta relacionado

con la mayoria de los brotes de listeriosis (Paduro y col., 2019), mientras que los



serotipos 1/2a y 1/2c provenientes del serogrupo lla y llb respectivamente, son
frecuentemente aislados de alimentos (Lomonaco y col., 2015).

En Chile, en los ultimos afos, se han reportado brotes ocasionados por este patégeno.
Entre 2008 y 2009 fueron informados dos brotes importantes de listeriosis, donde los
alimentos asociados fueron queso de cabra y embutidos y, como consecuencia,
fallecieron 16 personas. La presencia de L. monocytogenes ha sido reportada en
diferentes tipos de alimentos, principalmente en alimentos listos para el consumo
(Montero y col., 2015). Estos hallazgos han causado la retirada masiva de productos
desde el mercado, lo que ha generado grandes pérdidas econdmicas para la industria
de los alimentos (CDC, 2021).

L. monocytogenes tiene la capacidad de persistir en ambientes de procesamiento de
alimentos a pesar de las diferentes estrategias que usa la industria para el control de la
proliferacion bacteriana, tales como el frio, bajo pH y el uso frecuente de agentes de
limpieza y desinfeccion (Fagerlund y col., 2020). L. monocytogenes puede adaptarse y
proliferar bajo diferentes condiciones tales como altas concentraciones de sal (10%, p/v),
bajas temperaturas (hasta en —0.5 °C) y un amplio rango de pH (4.7 - 9.2) (Ferreira y
col., 2014). Ademas, puede adherirse y formar biopeliculas en superficies inertes,
logrando colonizar y persistir en plantas de procesamiento de alimentos (Paduro y col.,
2019).

Como ya fue mencionado, una de las barreras usadas por la industria de los alimentos
para controlar la aparicion y proliferacion de bacterias patdgenas, es la baja temperatura.
Sin embargo, L. monocytogenes es capaz de superar esta barrera y proliferar en frio
debido a diversos mecanismos moleculares para la psicrotolerancia, (Hingston y col.,
2019; Muchaamba y col., 2020). Algunos de los mecanismos que se activan en

respuesta al frio son la modificacién de la composicion de los lipidos presentes en la



membrana mediante la conversidon de acidos grasos saturados en acidos grasos
insaturados por la accién de enzimas desaturasas (Chattopadhyay, 2006; Mastronicolis
y col., 2006; Yoon y col., 2015); el aumento de la sintesis de proteinas de respuesta al
frio (Csp), las cuales corresponden a proteinas de unidén a RNA encargadas de la
estabilizacion del mensajero (Horn y col., 2007; Song y col., 2019) y la sintesis de
transportadores que facilitan la entrada de osmolitos (solutos de bajo peso molecular)
que son nutrientes crioprotectores, como la glicina, carnitina, betaina, sacarosa y manitol
(Angelidis, 2003; Chattopadhyay, 2006).

Previos estudios han reportado que cepas de L. monocytogenes presentan diferentes
tasas de crecimiento al ser expuestas a bajas temperaturas (Durack y col., 2013).
Ademas, un estudio transcripcional en cepas de rapida o lenta velocidad de crecimiento
en frio mostré que otros genes se asocian a la respuesta a frio, tales como genes que
codifican para proteinas que participan en motilidad, los cuales disminuyen su expresién
genética en aislados de rapida velocidad de crecimiento en frio, dicho comportamiento
no se observo en cepas de lenta velocidad de crecimiento (Cordero y col., 2016). Estos
resultados sugieren que L. monocytogenes reprime su maquinaria de movilidad con el
fin de enfocar su energia en los mecanismos de adaptacion a bajas temperaturas, y asi
poder favorecer su proliferacion.

Las biopeliculas son definidas como comunidades tridimensionales de bacterias sésiles
rodeadas por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) auto
producidas, como polisacaridos, proteinas, lipidos y DNA extracelular (Hemdan y col.,
2019). En las biopeliculas, las bacterias se comunican entre si a través de la secrecién
de moléculas de sefalizacién. Este mecanismo se conoce como quorum sensing (QS) y
desempefa un papel clave en la formacion de biopeliculas. EI QS ayuda a la comunidad

bacteriana a equilibrar su entorno cuando la densidad de bacterias se vuelve demasiado



alta (Lu y col., 2019). El mecanismo de QS esta regulado por el sistema Agr en L.
monocytogenes. Este sistema esta codificado en un operon formado por genes
agrABCD. Cuando existe un cambio en la poblacién bacteriana se produce, en respuesta
a este cambio, una sefal de transcripcion del gen agrD que codifica un precursor de un
péptido autoinductor. El gen agrB codifica para un procesador/exportador del péptido
autoinductor ciclico (PAIl). El gen agrC codifica un sensor-quinasa y el gen agrA un
regulador de respuesta de un sistema de dos componentes AgrC / AgrA, los cual se
encarga de detectar al PAI y fosforilar AgrA para activar la produccion de mas PAI

(Garmyn y col., 2009).

Las biopeliculas se consideran un problema para la industria alimentaria, ya que los
microorganismos que forman estas estructuras resisten de mejor manera los
tratamientos de limpieza y desinfeccion y son dificiles de erradicar (Mgretrg, & Langsrud,
2004). Las biopeliculas son heterogéneas tanto estructural, bioldgica y quimicamente,
resultando en la presencia de gradientes de nutrientes, oxigeno y otras moléculas. Por
lo tanto, la capacidad de las células dentro de las biopeliculas de resistir y persistir en
diversos ambientes esta relacionada no solo con las sustancias poliméricas
extracelulares que componen la matriz, sino también con los cambios fisioldgicos en las

células (Miladi y col, 2013; Colagiorgi y col., 2017).

En el estado de biopeliculas, L. monocytogenes es capaz de tolerar mayores
concentraciones de agentes sanitizantes, lo que se asocia a su persistencia en
ambientes de procesamiento de alimentos (Yoon y col., 2015; Fagerlund y col. 2017;

Oxaran y col., 2018; Skowron y col., 2018).



La relacién entre las biopeliculas y la persistencia del patégeno en la industria de los
alimentos hace relevante conocer los mecanismos moleculares detras de esta forma de
vida. Diversos estudios (Lemon y col., 2010; Garmyn y col., 2012; Salazar y col.2013;
Wassinger y col., 2013) han evaluado la importancia de la presencia de algunos genes
(prfA, agr, cpr/fnr) en los procesos de adhesioén y formacion de biopeliculas.

En un estudio de Luo y col. (2013) se comparé la expresion global de L. monocytogenes
en estado plancténico versus biopeliculas a 37°C. Los resultados indicaron que el 22%
de los genes cambiaron su expresion en su transicion desde plancténico al estado de
biopelicula (Luo y col., 2013). Se observé que los genes relacionados con la motilidad y
la quimiotaxis disminuyeron su expresion en biopeliculas al compararlos con la expresion
en bacterias plancténicas. Por el contrario, el estudio describié que se incremento la
expresion de los genes de respuesta al estrés hrcA y dnaA, 1o que sugiere que estos
genes son necesarios para la formacion de biopeliculas en L. monocytogenes (Luo y
col., 2013). Otras funciones celulares reguladas durante la formacion de biopeliculas de
L. monocytogenes son la biosintesis de la pared celular, el metabolismo y las proteinas
asociadas con la superficie celular (Piercey y col., 2016; Lee y col.,2019; Santos y col.,
2019). Beloin y Ghigo (2005), postularon que el entorno de la biopelicula en si mismo
podria activar varios mecanismos de respuesta al estrés a través de diferentes vias
reguladoras, y otros estudios demostraron que la formacién de biopeliculas activa
elementos de estrés como la superdxido dismutasa SOD, genes antioxidantes (kat),
reguladores de estrés (perR y sigB) y el gen de reparacién del ADN recA (Suo y
col.,2012). Ademas, durante el desarrollo de la biopelicula, ciertas proteinas tienen una
regulacion positiva, como la piruvato deshidrogenasa, las proteinas ribosomales 30S
(YvyD y RpsB), proteinas sensora (CysK), la 6-fosfofructoquinasa, superdxido

dismutasa, proteinas reparadora del ADN (RecO) y proteinas de inicio de la divisién



celular (DivIVA), las cuales son importantes en la respuesta a estrés, metabolismo de
los carbohidratos, reparacion del ADN, multiplicacion celular y regulacién de quorum
sensing (da Silva y col., 2013; Oloketuyi, 2017).

La construccién de una biblioteca de mutagénesis con el transposén Himar1 mariner,
permitié identificar 38 genes necesarios para la formacién de biopeliculas de L.
monocytogenes entre ellos genes de motilidad flagelar (fiG, flaA, figK, flil, motA).
Anadido a lo anterior, dos loci genéticos nuevos fueron identificados como importantes
para la formacion de biopeliculas, dlfABCD y phoPR. La mutacion en los locus dltA y
ditB, indican que L. monocytogenes requiere D-alanilacion de &acidos lipoteicoicos
extracelulares para mantener la carga en la superficie y permitir que se adhiera a
superficies abidticas. (Alonso y col., 2014). El operén phoPR codifica para un sistema de
dos componentes sensor de fosfato. Se ha demostrado que bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas utilizan sistemas de dos componentes sensores de fosfato para regular
la formacion de biopeliculas (Monds y col., 2001; Kocan y col., 2006; Sun y col., 2009),
esto sugiere que L. monocytogenes posee también un sistema de dos componentes
sensores de fosfato para regular la formacion de biopeliculas (Alonso y col., 2014).

La informacion apunta a que los genes que influyen en la formacién de biopeliculas se
pueden clasificar en dos grandes grupos: aquellos que estan directamente relacionados
en procesos de formacion de biopeliculas, es decir, proteinas que polimerizan matriz
extracelular y se involucran en quorum sensing. Por otro lado, el segundo grupo de genes
tiene una relacion indirecta en la formacion de biopeliculas, es decir, su funcion
especifica se relaciona con otros mecanismos o procesos celulares: sin emargo, existen
estudios que han reportado que la perdida de funcionalidad de dicha proteina afecta la

formacion de biopeliculas.



Diversos estudios senalan que la capacidad de formar biopeliculas cambia entre cada
cepa (Lee y col., 2019; Bai y col, 2021). Algunos autores reportaron una relacién entre
la capacidad de formar biopeliculas y el serotipo de la cepa; se observé una mayor
formacion de biopeliculas en las cepas del serogrupo lla en comparacién con las cepas
del serogrupo IVb (Borucki y col., 2003). Sin embargo, otros estudios no han identificado
una relacion entre el serogrupo y la cantidad de biopelicula formada (Harvey y col., 2007;
Di Bonaventura y col., 2008; Pan y col., 2010)

La capacidad de formacién de biopeliculas también varia segun la temperatura en que
estas se desarrollan (Colagiorgi y col., 2017; Lee & Wang, 2020). Son pocos los estudios
que han evaluado la formacién de biopeliculas de L. monocytogenes en frio, entre ellos
Di Bonaventura y colaboradores (2008), analizé la formacion de biopeliculas de 44
aislados de L. monocytogenes en diferentes superficies a cuatro temperaturas (4, 12, 22
y 37°C) por 24 hrs. Se observdé una organizacion compleja de las biopeliculas de
L.monocytogenes a 22 y 37°C en términos de numero de células y SPE producidas,
mientras que a 4 y 12°C se observoé una biopelicula mas simple que estaba formada por
un grupo escaso de células y presentaba menor capacidad de formacién de SPE.

Un estudio que evalud la cantidad de formacion de biopeliculas de L. monocytogenes en
frio (4°C), demostré que las células sometidas a un shock de frio (estrés) presentaron
una mayor capacidad de formacion de biopeliculas que las cepas previamente
adaptadas a frio (Lee y col., 2017).

Ademas, se ha evaluado el rol de los genes csp (que codifican las proteinas Csp) en la
formacion de biopeliculas. L. monocytogenes mutantes para el gen cspA (AcspA)
disminuyeron significativamente su formacion de biopelicula a 15°C en relacion con la

cepa silvestre (Kragh y col., 2020).



Dado que L. monocytogenes puede superar las barreras que la industria de los alimentos
usadas para su control es necesario evaluar otras estrategias para evitar la persistencia
de este patdgeno transmitido por los alimentos. Al respecto, en 2008 la Agencia de
Proteccién Ambiental de Estados Unidos reconocio las propiedades del cobre como un
agente antimicrobiano (Prather, 2008). En bacterias, el cobre es un micronutriente
requerido como cofactor de enzimas (Giachino & Waldron, 2020). Es un metal esencial
para el metabolismo celular, no obstante, sus niveles deben estar controlados por
sistemas bioldgicos debido a que altos niveles son toxicos para la célula (Reyes-Jara y
col., 2010; Giachino & Waldron, 2020).

Algunos reportes muestran que el cobre, ademas de regular la expresion de elementos
relacionados a la homeostasis del cobre, también puede modificar la expresion de genes
de virulencia, activar genes involucrados en la respuesta general de estrés, inhibir la
biosintesis de nucleétidos y reducir la formacién de biopeliculas. (Lu y col., 2013;
Quesille-Villalobos y col., 2019).

Estudios de la exposicion de L. monocytogenes a frio y cobre en su forma de vida
planctonica han demostrado que el frio potencia la accién antimicrobiana del cobre,
haciendo el uso de ambos agentes mucho mas efectivos al momento de reducir la
prolifereacion bacteriana que cada uno por si solos (Quesille-Villalobos y col., 2019).
Ademas, se investigo la respuesta transcripcional global de L. monocytogenes en estado
plancténico expuesta a 0,5 mM de CuSO4 x 5H20 a 8° y 37° C y se observd que L.
monocytogenes disminuye la expresion de genes de metabolismo en respuesta al cobre,
esta reducciéon es mayor a 8°C que a 37°C. Las vias metabdlicas mas afectadas fueron
las de sintesis de carbohidratos, lipidos y nucleétidos (Quesille-Villalobos y col., 2019).
Como se explicé anteriormente, el cobre tiene un efecto en la respuesta transcripcional

de L. monocytogenes planctdnica a bajas temperatura. Sin embargo, no hay evidencia



sobre el efecto del cobre en la capacidad de formacién de biopeliculas de L.
monocytogenes a bajas temperaturas. Asimismo, no se conoce el efecto de ambos
estresores en la respuesta transcripcional de L. monocytogenes formando biopeliculas.
En el presente trabajo se identificaron genes relacionados a la formacién de biopeliculas
de L. monocytogenes descritos en la literatura y se evalud la conservacion de estos
genes en 422 genomas de L. monocytogenes de aislados chilenos. Ademas, se
cuantificd la formacion de biopeliculas de distintos aislados de L. monocytogenes
seleccionadas en base a la presencia de genes relacionados a biopeliculas bajo dos
condiciones de estrés frio y cobre. Se establecid si la presencia de estos genes se
relaciona con la capacidad de formacion de biopeliculas de cada aislado en condiciones
de estrés. Por ultimo, se puso a punto un protocolo para la obtencion de RNA desde
biopeliculas con el fin de evaluar la expresion de genes seleccionados en este estado

de biopeliculas y su respuesta al estrés.

Hipétesis

e La capacidad de formaciéon de biopeliculas de L. monocytogenes bajo
condiciones de estrés esta determinada por la presencia y mayor expresion de

genes relacionados a la formacién de biopeliculas.

Objetivo General

Relacionar la presencia y la respuesta transcripcional de genes asociados a la formacion
de biopelicula en aislados de L. monocytogenes con su capacidad de formar biopelicula

en frio y cobre.



Objetivos especificos:

1) Identificar la presencia de genes relacionados a biopeliculas en aislados de L.

monocytogenes provenientes de diferentes origenes.

2) Determinar la capacidad de formacién de biopeliculas de aislados de L.

monocytogenes en frio y cobre.

3) Relacionar la presencia de genes y la capacidad de formacion de biopeliculas de

aislados de L. monocytogenes en frio y cobre

4) Evaluar la expresion de genes asociados a formacién de biopeliculas en L.

monocytogenes con diferentes capacidades de formacién de biopelicula en frio y cobre.
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MATERIALES

1. Reactivos

Agua libre de metales; Agua libre de nucleasas (46-000-CV, Corning cellgro) ; Agarosa
(Fermelo SA); Cristal violeta (Cas-No0:548-62-9); EDTA(Merck); Dietil pirocarbonato (SC-
202574,Santa Cruz biotechnology inc.); Etanol (107017,Merck); Extracto de levadura
(Benckton, Dickinson and Company); Formaldehido (BM-0770, Winkler); Isopropanol
(109634, Merck); Lisozima muramidasa (L9200, Fermelo Biotec); Mops 10x (BM-1220,
Winkler); NaCl (106404, Merck); NucleoZol (740404.200, Macherey-Nagel); Palcam agar
(254539, Becton, Dickinson and Company);Tris base (Merck); TSA (BA-256665,Becton,
Dickinson and Company); TSB (BA-257107,Becton, Dickinson and Company); Safe view

Plus (Fermelo Biotec);

2. Buffery Soluciones
Buffer de carga gel de integridad (21161, Intron Biotechnology); Buffer TE 1x (10mM Tris,
1mM EDTA); Buffer Tris 1x (10mM Tris-HCI, pH 7,5); Cristal violeta (0,5% p/v); Suero
fisiologico (0,9% p/v NaCl); TSAYE (Trypticase soy agar 0,6% p/v yeast extract); TSBYE
(Trypticase soy broth 0,6% p/v yeast extract); TSBYE CuSO4 (0,5 mM de CuSO4x
5H20).

3. Aislados y genomas de L. monocytogenes

Los aislados de L. monocytogenes (n=18) utilizados en este estudio son parte de la
coleccion de bacterias disponible en el Laboratorio de Microbiologia y Probioticos del
INTA. Los genomas de dichos aislados fueron secuenciados y anotados. Los aislados
utilizados en este estudio y sus caracteristicas genotipicas estan resumidos en la Tabla

S1.
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4. Equipos y Softwares
Dentro de los equipos utilizados se encuentran: Autoclave (Biomedic); Centrifuga
(Heraeus megafuge 8R, Thermo scientific); Espectrofotémetro (Mundolab, WPA biowave
DNA); Incubating shaker (LabTech); Incubadora de laboratorio (Inucell), Lector de placas
(Tecan); Thermoblock (Sahara 320 Dry Bath, ROCKER). Ademas se utilizaron los
siguientes softwares: Ridom Seqsphere+ microbial software

(https://lwww.ridom.de/seqgsphere/features/index.shtml); CSI/ Phylogeny

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny-1.2/);  Database of Clusters of

Orthologous Genes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/cog); Google Scholar

(https://scholar.google.com/); Interactive Heat Map Builder
(https://build.ngchm.net/NGCHM-web-builder/); Magellan ™
(https://lifesciences.tecan.com/software-magellan); NCBI gene database

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ); PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/ ); FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/); Primer-BLAST de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/); Reverse complement

(https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html); RStudio (https://www.rstudio.com/)

5. Otros
Cubeta de cuarzo; Bisturi; Jeringa hipodérmica estéril 20 mL (Medicaltek); Pipetas de 10
mL; Placas de 24 pocillos (TCP011024, Guangzhou Jet Bio-Filtration Co.); Placas petri
10 x1,5 cm (Nest Biotechnology, Itda.); Tubos de 15mL (CFT011150, Guangzhou Jet

Bio-Filtration Co.l).
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METODOS
1. Disefo experimental
En la Figura 1 se presenta de manera gréfica el disefio experimental realizado para llevar

a cabo esta investigacion.

@ (2)

Identificar Relacionar la presencia de
genes relacionados a genes y la capacidad de
biopeliculas en aislados de L. formacion de biopeliculas en
monocylogenes frio y cobre
Busqueda Evaluar la Seleccién de Evaluar la
bibliogréfica en presencia/ausencia i aislados con - formacidén de
Pubmed y Google |~ de genes en diferentes patrones biopeliculas de
Scholar genomas de genes aislados de Lm
427 aislados de Condiciones: 37°C,
Lm de diferentes 37°C+Cu, 8°Cy
origenes 8°C+Cu ‘)
3 Seleccion de
P - enes - =
Andlisis de expresion de 9 Seleccién de
genes durante la formacién BT aislados con
de biopeliculas en frio y -qPCR diferente capacidad
cobre de formacién de bp

Extraccion de
RNA desde bp

Figura 1. Estrategia experimental empleada en el desarrollo de esta tesis. Esquema creado con

BioRender.com. (Lm: L. monocytogenes, bp: biopeliculas).

2. Busqueda bibliografica de genes relacionados a la formacién de biopelicula

Se realiz6 una busqueda bibliografica de investigaciones que presentaran resultados de
formacion de biopeliculas de L. monocytogenes y el estudio de los genes relacionados
y ensayos de expresion génica. Para ellos se utilizaron las bases de datos Google

Scholar (https://scholar.google.com/) y PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Se

usaron las siguientes palabras claves y términos: “Listeria monocytogenes and biofilm”,

“Biofilm genes of L. monocytogenes” y “biofilm mechanism L. monocytogenes”. Se
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consultaron los estudios publicados entre el 1 de enero de 2000 y el 30 de marzo de
2021. Los genes identificados se clasificaron en dos categorias: aquellos genes que
tienen un rol directo en la formacion de biopeliculas, debido a que su funcion proteica se
relaciona con formacion de matriz polimérica extracelular, adhesién a estructuras o
quorum sensing y aquellos genes que se relacionan de manera indirecta en la formacién
de biopeliculas, es decir, genes cuya funcién proteica esta involucrada en otros procesos
celulares, pero que, sin embargo, la perdida de funcion de estos genes genera un
fenotipo de menor formacién de biopeliculas.

Posteriormente los genes identificados se analizaron segun su categoria COG (Cluster

of orthologous groups) de acuerdo a la base de datos de “Clusters of Orthologous Genes”

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/cog). Las secuencias nucleotidicas de cada gen
fueron descargadas desde la base de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y registradas en formato fasta.

3. Analisis de genomas de L. monocytogenes

Para la realizacién de esta tesis se tuvo acceso a una base de datos de 422 genomas
de L. monocytogenes provenientes de diversas localidades chilenas y de diferentes
matrices alimentarias, los cuales estaban previamente secuenciados y anotados. Para
caracterizar los genomas de L. monocytogenes se realizd analisis filogenético de los
aislados en base a la localizacion de SNP en el core genome. En primer lugar, se utilizé

el programa CSI phylogeny 1.2. (https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny-1.2/)

disponible en el servidor Center of Genomic Epidemiology para identificar polimorfismos
de un solo nucleétido en los genomas de L. monocytogenes. Para ello se cargaron los

archivos de secuenciacion de 422 genomas de L. monocytogenes en el servidor y se
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dejaron los parametros de analisis por defecto (Select min. depth at SNP positions:
10x, Select min. relative depth at SNP positions: 10%, Select minimum distance between
SNPs (prune): 10bp., Select min. SNP quality: 30, Select min. read mapping quality: 25,
Select min. Z-score: 1.96). A continuacion, a partir de los SNPs en el programa Mega11

(Tamuray col., 2021; https://www.megasoftware.net/ ) se construyé un dendograma con

el método de Neighbour-joining Tree (Saitou & Nei, 1987). Para este analisis se utilizaron
los siguientes parametros: Test of phylogeny: Bootstrap Method (Felsenstein, 1985); No.
of bootstrap replications 500; Substitution Type: Nucleotide; Model/Method: Kimura 2-

parameter model (Kimura, 1980).

3.1 Identificacion de genes relacionados a biopeliculas en genomas de L.
monocytogenes.

Para identificar la presencia de genes relacionados a la formacion de biopeliculas en los

422 genomas de L. monocytogenes se utilizo la herramienta cgMLST (llamada “MLST+”

en el SeqSphere+ software [Ridom GmbH, Munster, Germany]

(https://www.ridom.de/segsphere/features/index.shtml)). Se usoé la funcién MLST+ target
definer (version 1.1) para definir las secuencias de referencia con las cuales se
compararon los genomas. Previamente, se buscaron los genes identificados en la cepa
L. monocytogenes EGD-e mediante la herramienta BLAST de NCBI. Esta cepa presenté
mas de un 98% de los genes por los que se eligio la cepa EDG-e (GCA_000196035.1,
fecha 31 mayo de 2021) como genoma de referencia. Los genes que no estaban
presentes en el genoma de referencia fueron agregados en formato fasta por separado
en la opcién “query genome”, conformando asi el genoma target. Los demas parametros
fueron dejados por defecto: “minimum length filter” que descarta todos los genes mas

cortos que 25 pb, un “start codon filter” que descarta todos los genes que no contienen
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coddn de inicio al principio del gen; un “stop codon filter” que descarta todos los genes
qgue no contienen coddén de término, mas de un coddn de término o si el codon de término
no esta al final del gen; un “homologous gene filter” que descarta todos los genes con
fragmentos que ocurren en multiples copias dentro de un genoma (con identidad 90% y
mas de > 100 pb de sobreposicion; y un “gene overlap filter” que descarta el gen mas
corto del esquema cgMLST si los dos genes afectados se superponen> 4 pb. Una vez
creado el esquema cgMLST se cargaron los 422 genomas y se compararon sus
secuencias con el genoma target. Finalmente, se obtuvo una matriz comparativa donde
si el gen estaba presente aparecia un numero de alelo y si no estaba presente mostraba:
(? (not found)"). Se modifico esta matriz dejando los valores “1” para los genes presentes
en los genomas y “0” para los ausentes.

Se formaron dos matrices con los datos obtenidos del analisis de Ridom, la primera
matriz contenia los datos de genes directamente relacionados a biopeliculas y la
segunda contenia los datos de los genes indirectamente relacionados a la formacion de
biopeliculas en L. monocytogenes. Con las matrices obtenida se confeccionaron dos
mapas de agrupamiento de genomas segun la presencia o ausencia de los genes
involucrados en la formacion de biopeliculas en los genomas de L. monocytogenes. El
analisis se realizd en el sitio web Interactive Heat Map Builder (Ryan y col., 2020;

https://build.ngchm.net/NGCHM-web-builder/). Para ello se cargo el archivo excel que

contenia la matriz modificada del obtenida con el software Ridom. Se seleccionaron los
siguientes parametros para la construccién del mapa: “Missing/Invalid data” por defecto
(N/A); “Clustering” para el agrupamiento de columnas vy filas (“Hierarchical Clustering”
Distance metric: euclidean; agglomeration: complete linkage). Graficamente la presencia

del gen (1) se representé con el color verde y ausencia (0) con rojo. Ademas, se agregé
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el parametro “Covariant Bar” que proporcioné una barra de covariante en las filas

agrupando jerarquicamente los genomas.

4. Condiciones de cultivo.

Los aislados de L. monocytogenes seleccionados (n=18) se recuperaron del
almacenamiento a -80°C en placas de agar de Tripticasa soya suplementado con
extracto de levadura (TSAYE) y fueron confirmados en agar Palcam, medio selectivo
para L. monocytogenes. Una colonia de cada aislado fue seleccionada y cultivada con
agitacion (160 rpm) a 37°C en caldo de cultivo Tripticasa soya con extracto de levadura
(TSBYE) durante toda la noche. Para los ensayos realizados a baja temperatura (8°C)
las bacterias fueron previamente adaptadas a frio en un proceso de dos pasos; el primer
dia una colonia de cada aislado fue cultivada con agitacion (160 rpm) a 37°C en medio
de cultivo TSBYE durante toda la noche. El siguiente dia, a partir de este cultivo se
inoculé un caldo fresco TSBYE previamente enfriado (8°C) y se ajustd a una DOsoonm de
0,05. El cultivo se incubo a 8°C/160 rpm por 72h. Estos aislados adaptados a frio fueron
usados para iniciar los ensayos de biopeliculas. Los ensayos con cobre se realizaron
suplementando el medio de cultivo TSBYE con CuSO4 x 5H20 a una concentracion final
de 0,5 mM, la cual se define como sub-inhibitoria para L. monocytogenes ya que es
equivalente a 1/8 de la concentracidon minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés)

(Quesille-Villalobos y col., 2019).

5. Ensayos de formacién de biopeliculas en L. monocytogenes

La capacidad de los aislados de L. monocytogenes de formar biopeliculas fue evaluada

en cuatro condiciones; 37°C, 37°C + cobre, 8°C y 8°C + cobre. Para este estudio se
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utilizé la metodologia de ensayo de microplacas de acuerdo con el trabajo de Zhu y
colaboradores (Zhu y col., 2010) con algunas modificaciones. En breve, cada cepa fue
cultivada en 5mL de TSBYE a 37°C durante toda la noche para los ensayos de 37°C.
Para los ensayos a 8°C se utilizd un inéculo proveniente de un cultivo previamente
adaptado como se mencioné anteriormente. Adicionalmente, para los ensayos con cobre
el medio de cultivo TSBYE fue suplementado con 0,5 mM CuSO4 x 5H,0. Los diferentes
medios fueron ajustados hasta obtener una densidad 6ptica de 600 nm (DOsoonm) inicial
de 0,1. Los ensayos fueron realizados en placas de PVC de 24 pocillos, se inoculé 1 mL
de cultivo ajustado en cada pocillo y se incubaron por 48 hrs a las respectivas
temperaturas. Pasado el tiempo de incubacion, se eliminé el contenido de las placas.
Luego estas fueron lavadas 2 veces con suero fisioldgico (SF) estéril y las placas se
dejaron secar semi tapadas en el incubador a 37°C por 20 minutos. Una vez secas, se
afiadieron 200 ul de Cristal Violeta (0,5%) y se dejaron reposar por 30 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo las placas fueron invertidas para remover
el cristal violeta y lavadas tres veces con SF. Las biopeliculas fueron resuspendidas
afiadiendo 500 uL de etanol al 95% v/v. Finalmente, la cantidad de biopelicula formada
se cuantificé midiendo la DO a 595 nm en un lector de microplacas (Tecan Trading AG,
Switzerland). Cada aislado fue evaluado por triplicado en cada una de las 4 condiciones,

ademas se realizaron 3 réplicas bioldgicas por condicion.

6. Extraccion RNA desde biopeliculas

Para extraer el RNA desde las biopeliculas se tomé como base el protocolo utilizado en
la investigacion de Qin Luo y colaboradores (2013) con algunas modificaciones. Debido

a la poca biomasa obtenida en los cultivos de 24 pocillos para lograr una extraccion
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eficiente se realizaron ensayos de formacion de biopelicula en placas petri de 10 cm de
diametro y 1,5 cm de profundidad (Nest Biotechnology, Itda). Siguiendo el mismo
procedimiento de formacion de biopeliculas mencionado anteriormente se adaptaron los
volumenes de trabajo. Para ello, se inocularon 20 mL de cultivo ajustado (DOeoonm a 0,1)
en las placas petri, las que fueron incubadas por 48 hrs a las diferentes temperaturas
(8°C y 37°C). se descartd el medio. Después del tiempo de incubacion, se lavaron las
placas con buffer Tris (pH 7,4) para remover células débilmente adheridas. Las células
unidas a la superficie se rasparon cuidadosamente con una navaja estéril y fueron
depositadas en un tubo con 10 mL de buffer Tris. Luego, se centrifugaron a 12000 rpm
por 2 minutos. A partir del pellet de bacterias se extrajo el RNA. Para ello se adicionaron
200 pL de lisozima (20 mg/mL buffer 1X TE) y se incub6 a 37°C en termobloque por 30
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se agregaron 500 ul de nucleoZOL y se agité
con vortex por 15 segundos. Las muestras fueron incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente, para luego ser centrifugadas 15 minutos a 12000 g. Se
recolectaron 500 pL de sobrenadante y este se mezclé con 500 L de isopropanol al 100
% en un nuevo tubo eppendorf. Se incubaron los tubos 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugaron 10 minutos 12000 g. Luego se adicionaron 500 L de etanol
al 75 % y se centrifugd por 3 minutos a 8000 g, se descarto el sobrenadante y se repitid
el procedimiento una vez mas. Finalmente, el RNA se resuspendié con 50 uL de agua
libre de nucleasas. Mediante espectrofotometria se determiné la concentracion de RNA
[ng/uL]. La pureza del RNA se evalué determinando las razones de absorbancia
A260/A280 y A260/A230. La integridad del RNA se evalué mediante visualizacion directa
en gel de electroforesis (agarosa al 1% p/v tefido con Safe view, corrido en buffer MOPS

1x a 75V por 1 hr).
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6.1 Seleccion de genes y disefio de partidores

Se seleccionaron 15 genes para evaluar la respuesta transcripcional de biopeliculas L.
monocytogenes frente a diversas condiciones de crecimiento. Los criterios utilizados
para la seleccion de genes fueron: que estuvieran en el listado de genes indirectamente
relacionados a la formacion de biopeliculas; que estuvieran presentes en los genomas
de los aislados (n=18) de L. monocytogenes; y que en estudios previos se han observado
cambios de expresion de estos genes durante la formacion de biopeliculas de mas de
1,5 veces log2 (Chang y col., 2011; Alonso y col., 2014; Pieta y col, 2014; Assisi y col.,
2020). Se disenaron partidores utilizando la herramienta Primer-BLAST de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se introdujo la secuencia nucleotidica

en formato fasta de cada gen, seleccionando los parametros de tamafo del amplicén de
entre 100 y 500 pb, temperatura de melting de entre 58 y 64 con maximo 4 grados de
diferencia. Se seleccionaron los genes rpoA (Luo y col., 2013), rpoB y Idh (Piveteau y

col., 2011) como genes housekeeping.

7. Analisis estadistico

El analisis de significancia de los ensayos de formacion de biopeliculas se realizé con
Rstudio software (Rstudio Team, 2016) mediante ANOVA de una via seguido de test de
Tukey para comparaciones multiples, donde se comparé la formacién de biopeliculas
entre cada condicion (37° vs 37Cu, 37° vs 8°C, 8°C vs 8°Cu, 37°C vs 8°C y 37° Cu vs

8°Cu). Todas las diferencias fueron reportadas a nivel de significancia 0,05.
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RESULTADOS

1. Revision bibliografica para la identificacion de genes de biopeliculas en L.
monocytogenes

El primer objetivo de este trabajo fue identificar los genes que se han descrito como
involucrados en la formacion de biopeliculas en L. monocytogenes. Para ello se realizé
una busqueda bibliografica de genes relacionados a la formacion de biopelicula de L.
monocytogenes. Las investigaciones consultadas fueron publicadas en los 10 ultimos
afnos. La busqueda “Listeria monocytogenes and biofilm” en las bases de datos PubMed
y Google Scholar dio como resultado 767 publicaciones con 411 (53,5%) publicadas en
los ultimos 5 anos (2016- 2021). La busqueda “Biofilm genes of L. monocytogenes” arrojé
137 publicaciones, 79 (57,6%) escritas en los ultimos 5 afios. Finalmente, la revision de
literatura permitié identificar 119 genes relacionados a la formacién de biopeliculas en L.
monocytogenes (Figura 2).
Estos genes fueron clasificados en dos categorias: i) genes directamente relacionados
a la formacion de biopeliculas cuya funcion proteica se relaciona con formacion de matriz
polimérica extracelular, adhesién a estructuras o quorum sensing, y ii) genes
indirectamente relacionados a biopeliculas, es decir, genes que tiene una funcion
proteica que esta involucrada en otros procesos celulares, pero que, sin embargo, la
perdida de funcion de estos genes genera un fenotipo de menor formacion de
biopeliculas. En la primera categoria se identificaron 20 genes cuyas funciones y
categorias COG se encuentran resumidas en la tabla 1. Se observé que 50% de estos
genes se clasifican en la categoria de transduccion de sefiales (T) y 10% a la categoria

COG M, correspondiente a biogénesis de pared celular, membrana y envoltura. Otras
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categorias menos abundantes fueron F, transporte y metabolismo de nucleétidos y K,

Transcripcion.

5 Registros identificados a través
G de bisquedas en bases de datos
g N= 767
£
Q
=
Abstracts filtrados
- N= 148
e
T
Abstracts excluidos
N=127
- Articulos completos
g evaluados para eligibilidad
3 N= 21
=)
o
Articulos completos
exluidos
N=6
Razén de exclusién:
Reiteracion de genes
r
2 Articulos incluides
o N=15
=
[%]
£

k.

Genes identificados
N=119

Figura 2. Diagrama de flujo de estudios identificados, excluidos e incluidos en la busqueda

bibliografica. Creado con Biorender.com
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Tabla 1. Genes directamente relacionados a la formacion de biopeliculas en L. monocytogenes (n=20)

Locus

Gen TAG Categoria COG Funcién Referencia
agrA  Imo0051 KT Regulador de respuesta (Garmyn, 2009)
agrB  Imo0048 oT Procesamiento de AgrD (Garmyn, 2009)
agrC  Imo0050 T Sensor kinasa (Garmyn, 2009)
agrD  Imo0049 R* Precursor de péptido autoinductor (Garmyn, 2009)
metK Imo1664 H Metionina adenosil -transferasa (Yadav, 2012)
UDP-N-acetilglucosamina 1- (Popowska,
murA - Imo2526 M carboxiviniltransferasa 2004)
pssA  Imo0527 R Proteina de transmembrana (Koseoglu, 2015)
pssB  Imo0528 R Proteina hipotética secretada (Koseoglu, 2015)
pssC  Imo0529 M Glicosiltransferasa (Koseoglu, 2015)
pssD  Imo0530 Sin COGs Proteina similar a BscB (Celulosa sintasa) (Koseoglu, 2015)
pssE  Imo0531 T Recepto de tipo | para segundos (Koseogld, 2015)
mensajeros
pssZ Imo1913 Sin COGs Glicosilhidrolasa especifica de SPE (Koseoglu, 2015)
Diguanilato ciclasa que contienen dominios
dgcA Imo1911 T GGDEF (Chen, 2014)
Diguanilato ciclasa que contienen dominios
dgeB Imo1912 T GGDEF (Chen, 2014)
pdeB  Imo0131 T C-di-gmp fosfodiesterasa (Chen, 2014)
pdeC Imo1914 T C-di-gmp fosfodiesterasa (Chen, 2014)
pdeD  Imo0111 T Y c-di-gmp fosfodiesterasa (Chen, 2014)
Diguanilato ciclasa que contienen dominios
dgcC Imo2174 T GGDEF (Chen, 2014)
luxS Imo1288 T S-ribosilhomocisteina liasa (Bozrz)s1a49)ha,

5'-metillthioadenosina nucleosidasa
pfs Imo1494 F / S-adenosilhomocisteina nucleosidasa (Garmyn, 2009)

En la segunda categoria se identificaron 99 genes clasificados como indirectamente
relacionados a la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes. Los genes
identificados se presentan en la tabla S2.

Las categorias funcionales mas representadas de estos genes incluyeron la categoria
COG C (13%) asociada a la produccién y conversién de energia, que incluian genes
como los codificantes para la piruvatodeshidrogenasa pdhA, pdhB y pdhD; |la categoria
COG M (11,1%), correspondiente a biogénesis de pared celular, membrana o envoltura

y COG N (7,07%), movilidad celular (Figura 3). La categoria S, equivalente a genes de
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funcién desconocida también obtuvo una cantidad importante de genes (15%). Las
categorias con menor representacion dentro de los 99 genes fueron P, transporte y

metabolismo de iones inorganicos y V, mecanismos de defensa.
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Figura 3. Clasificacion de los genes indirectamente relacionados a la formaciéon de biopeliculas
(n=99) por su categoria funcional COG identificados en la busqueda bibliografica. Significado de cada
categoria C: Produccion y conversién de energia; E: Transporte y metabolismo de aminoacidos; F:
Transporte y metabolismo de nucleétidos; G: Transporte y metabolismo de carbohidratos; |: Metabolismo de
lipidos; J: Traduccién; K: Transcripcion; L: Replicacion y reparacion; M: Biogénesis de pared celular,
membrana y envoltura; N: Movilidad celular; O: Modificacion post-traduccional, rotaciéon de proteinas y
funciones de chaperonas; P: Transporte y metabolismo de iones inorganicos; R: Solo predicciéon de la
funcion general, S: Funcion desconocida, T: Transduccion de sefiales; U: Trafico intracelular y secrecion; V:

Mecanismos de defensas; S: Funcion desconocida.

2. Evaluacién de la conservacion de genes relacionados a la formacion de
biopeliculas en genomas de L. monocytogenes.
Se dispuso de una coleccion local de L. monocytogenes (n=422) de diferentes origenes

de aislamiento. Estos aislados fueron secuenciados y anotados previamente a la

24



realizacién de esta tesis. La distribucion de acuerdo con el origen de los aislados

analizados en este estudio se presentan en la Figura 4.

200 (47.4%)
Ambientes
47 (11.3%) M Clinica
Alimentos
Agua
31(7.3%)
144 (34.1%)

Figura 4. Fuentes de aislamiento de las cepas de L. monocytogenes con genomas disponible
utilizadas en esta investigacion. En amarillo se representan los aislados de L. monocytogenes obtenidos

de fuentes alimentarias, en azul los aislados obtenidos desde fuente de agua, en verde los aislados

provenientes del ambiente y en morado los aislados obtenidos de ambientes clinicos.

En primer lugar, se caracterizaron los genomas de L. monocytogenes a través de un
analisis de SNPs para asi poder inferir la relacion filogenética entre ellos. Los genomas
difirieron entre un minimo de 0 y un maximo de 29169 SNPs. Utilizando el analisis de
SNPs se generd un arbol filogenético mediante el método de Neighbour joining. Se
observé que los aislados se agrupan de acuerdo a su serogrupo y no se identificé una

relacion entre la posicion filogenética y el origen de aislamiento (Figura 5 y Figura S1).
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Figura 5. Analisis filogenético de los genomas de L. monocytogenes (n=422). arbol construido usando
el método de Neighbour joining en SNPs del core genome mediante el software Mega11. Para los genomas
con informacion disponible se asigné un color a cada serogrupo: en verde se representan los serogrupo IVb,

en azul lla, en naranja llb y en morado llc.

2.1 ldentificaciéon de genes de biopeliculas en aislados de L. monocytogenes

Con el fin de evaluar la presencia de los genes directa e indirectamente relacionados a
la formacion de biopeliculas, fueron analizados los 422 genomas de L. monocytogenes
con el programa Ridom SeqSphere+. A partir de esta informacién se confeccioné un

mapa de agrupamiento de los genes utilizando el Interactive Heat Map Builder.
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En la figura 6 se presenta el mapa de agrupamiento que analiza la presencia de los
genes directamente relacionados a la formacién de biopeliculas (n=20) en los genomas
de L. monocytogenes. Se observd que estos genes se encuentran mayoritariamente
conservados en los aislados de L. monocytogenes. Existe un conjunto de 77 genomas
(Cluster 7) que poseen todos los genes. Ademas, 304 genomas (Cluster 1) poseen la
mayoria de los genes, excepto dgcC, gen codificante para diguanilato ciclasas que
contienen dominios GGDEF, involucrado en la sintesis de c-di-GMP. Esta molécula
estimula la sintesis de SPE, por lo que promueve la formacién de biopeliculas (Rémling
& Amikam, 2006).El analisis de la presencia de los genes indirectamente relacionados a

la formacion de biopeliculas se presenta en el mapa de agrupamiento de la figura 7.

Cluzter 1 (n=304)
Cluzter 2 (n=1)
Cluzter 3 (n=3)
Cluster 4 (n=22
Cluster 5 (n=2)
Cluster 6 (n=11)
Cluster 7 (n=77)

0L 9 o Q2 T B Q Q T T o5 =
c888¢€3258 58333358888 388¢58%
2>2H0OUXE2> AT MR2BA BT OJKH
%

- Presencia - Ausencia

Figura 6. Mapa de agrupamiento de genomas de L. monocytogenes segun presencia (verde) y

ausencia (rojo) de los genes directamente relacionados a la formacién de biopelicula (n=20). En las

columnas se encuentran listados los genes. En las filas se posicionan los 422 genomas agrupados por orden
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jerarquico y distancia métrica euclidiana. La barra de covariantes muestra el agrupamiento jerarquico de los

genomas.

Se identificaron 124 combinaciones de genes presentes dentro de los 422 genomas de
L. monocytogenes, las cuales se representan como cada sub-rama del dendograma.
Para posteriores analisis se designaron 4 grandes grupos (A, B, C y D) que contienen
genomas con similares patrones de presencia/ausencia de genes. Los genomas del
grupo A presentaron mayor conservacién de genes que los genomas de los demas
grupos asignados.

Los genes indirectamente relacionados a biopeliculas presentaron en promedio un

90,9% de conservacion en los genomas de L. monocytogenes.

Grupo A

Grupo B

Grupo C

Grupo D

- Presencia - Ausencia

Figura 7. Mapa de agrupamiento de genomas segun presencia (verde) y ausencia (rojo) de los 99

genes indirectamente relacionados a la formaciéon de biopelicula en L. monocytogenes. En las
columnas se encuentran agrupados los genes. En las filas se posicionan los 422 genomas agrupados por

orden jerarquico y distancia métrica euclidiana.
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El analisis de los genes indirectamente relacionados a biopeliculas revelé que 46 de los
99 genes identificados en la literatura se encontraron presentes en todos los genomas
de L. monocytogenes (Fig. 7). Entre estos genes se encontraban los genes de motilidad
fliG, flaA, flgK, flgE y motA, ademas de genes como citC, citB, pdhB, Imo1634, pycA 'y
asnB, pertenecientes a la categoria COG C (Produccion y conversion de energia), entre
otros. Los genes que se detectaron con menor frecuencia correspondieron a /Imo0149,
cuya funcion aun es desconocida, bapL, proteina de unién a peptidoglicano y Imo2326,
similar a la proteina gp41 (Bacteridfago A118). El grupo A se caracterizd por presentar
entre 90,9% (90/99 genes) y 96,7% de los genes relacionados a la formacion de
biopeliculas. Donde se encontraban presentes los genes dnaK, rpoA, pflA, comK, entre
otros. La presencia de los genes anteriormente mencionados no se observd en los
demas grupos. Para los grupos B, C y D no varié significativamente el nUmero de genes
presentes en dichos aislados, fluctuando entre 84,8% (84/99) y 86,8% (86/99) genes. El
grupo B se distinguid por la ausencia del gen actA, gen que esta presente tanto en el
grupo C como el D. El grupo C se caracterizé por la presencia del gen fstH, el cual, tanto
en el grupo B como en el grupo D, se encontraba ausente en los genomas de L.

monocytogenes.

3. Formacion de biopeliculas de L. monocytogenes.
3.1 Evaluacion de formacion de biopeliculas de L. monocytogenes.
Para la formacién de biopeliculas se seleccionaron 17 aislados pertenecientes a los
grupos A (n=4), B (n=4), C (n=5) y D (n=4). Ademas, se adicion¢ a los ensayos la cepa
EGD-e, ya que esta posee en su genoma todos los genes identificados en la literatura.
Estos aislados presentaron diferentes combinaciones de genes relacionados

indirectamente a la formacion de biopeliculas. Ademas, 8 de estos aislados poseen todos
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los genes relacionados directamente a biopeliculas y 10 poseen solo la ausencia de
dgcC. Las caracteristicas de los aislados evaluados se resumen en la tabla S3.

Se evalud la capacidad de formacién de biopeliculas de estos aislados en cuatro
condiciones: 37°C, 37°C + cobre (0,5 mM CuSO4 x 5H20), frio (8°C) y frio + cobre (0,5
mM CuSO. x 5H,0). Los resultados mostraron que a 37°C y luego de 48 hrs de
incubacién, condicion control, todos los aislados fueron capaces de formar biopeliculas.
Sin embargo, la cantidad de biopeliculas formada varié entre los aislados (Figura 8) y
esta variacion no se relacion6 con el grupo del que fueron seleccionados los aislados (A-
D). Luego se evalud la formacion de biopeliculas en presencia de cobre. Todos los
aislados cultivados a 37°C + Cu formaron biopeliculas. Se observé que al igual que a
37°C, la cantidad de biopeliculas formadas vari6 entre los aislados (Figura 8.1). Solo 4
de 18 aislados mostraron una diferencia significativa en la formacién de biopeliculas ante
la presencia de cobre en comparacion con el control; dos de estos aumentaron su
formacion de biopeliculas en presencia de cobre, mientras que los dos restantes
disminuyeron significativamente su formacion de biopelicula en presencia de Cu.
Ademas, se evalué el efecto del frio (8°C) en la formacién de biopeliculas y se comparo
la biopelicula formada con respecto a lo observado a 37°C (Figura 8.2). Se observé que
todos los aislados poseen la capacidad de formar biopeliculas, aunque esta capacidad
vario entre los aislados, y no se observd variacion de acuerdo con el grupo que
pertenecian los aislados. Tres aislados de 18 mostraron un aumento significativo en la
formacion de biopeliculas al ser expuestos a bajas temperaturas comparados con su

formacion a 37°C (Figura 8.2).
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Grupo B

Grupo A

37°C (amarillo), 37°C con TSBYE suplementado con 0,5 mM CuSO4 x 5H20 (naranjo), 8°C (azul) y 8°C con

Figura 8. Niveles de formacion de biopeliculas por grupos. Formacion de biopeliculas luego de 48hr a
TSBYE con 0,5 mM mM CuSO4 x 5H20 (morado). 1) 37°C vs 37°C+ Cu. 2) 37°C vs 8°C. 3)37°C vs 8°C +




Cu. Las barras representan los valores promedio de 9 datos CV-ODsgs y sus desviaciones estandar. Analisis
estadistico utilizando ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey para comparaciones multiples. Un

asterisco (*) representa una diferencia significativa respecto del control (37°C) (p-valor < 0,05).

Solo un aislado disminuyd significativamente su capacidad de formacion de biopeliculas
en presencia de frio en comparacion con su capacidad a 37°C.

Al exponer a los aislados a las dos condiciones de estrés (frio+ Cu), se observd un
aumento significativo (p-valor> 0,05) de la formacién de biopeliculas para 14 de los 18
aislados al compararlo con el control a 37°C (Figura 8.3). La cantidad de biopeliculas
formada en respuesta a los factores de estrés (frio + Cu) fue independiente del nimero
de genes de biopeliculas codificados en los genomas de L. monocytogenes.
Adicionalmente se analizé la relacién entre la cantidad de biopeliculas formadas y el
serogrupo al que pertenecian los 18 aislados (Figura 9). Los resultados mostraron un
comportamiento similar entre los aislados, bajo las diferentes condiciones de cultivos,

independiente al seogrup que pertenecian.
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Figura 9. Analisis comparativo de la formaciéon de biopeliculas entre serogrupos de aislados de L.

monocytogenes (n=18) en las cuatro condiciones experimentales. Cada grafico de caja y bigotes
representa los valores de formacion de biopeliculas para cada condicion (Rosado:37°C, Verde:37°C+Cu,
Celeste: 8°C y Morado: 8°C +Cu). Los puntos y bigotes se extienden entre los valores minimos y maximos
de formacién de biopeliculas en cada condicidn, la linea horizontal representa la mediana del conjunto de
datos. Analisis estadistico utilizando ANOVA de una via seguido de test de Tukey para comparaciones

multiples. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al control (37°C) (p-valor < 0,05).

4. Establecimiento de protocolo de extraccion de RNA desde biopelicula.

Con el objetivo de evaluar la respuesta transcripcional de los genes relacionados a la
formacion de biopeliculas se trabajo en establecer un protocolo de extraccion de RNA
de biopeliculas de L. monocytogenes. En el laboratorio se encontraba disponible un
protocolo de extraccion de RNA desde células en estado plancténico. Por lo tanto, el
primer paso fue implementar un protocolo de extraccion de RNA desde biopeliculas.

Para ello se adapto el protocolo de Luo y colaboradores (2013). El principal desafio de
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este procedimiento fue obtener la cantidad adecuada de biomasa para obtener RNA en
la calidad y cantidad necesaria para poder realizar posteriores analisis de expresién
génica. En una primera aproximacion se formo biopelicula en placas de 24 pocillos a
37°C durante 48 hrs y se usoé la biomasa de todos los pocillos para extraer el RNA. Los
resultados evidenciaron que no fue posible extraer RNA, posiblemente debido a que la

biomasa no fue suficiente, por lo que se evalué formar biopeliculas en placas petria 37°C
por 48hrs. En la Figura 10 se esquematiza el protocolo establecido para extraer RNA
desde biopeliculas de L. monocytogenes. Mediante esta metodologia se logré extraer
RNA desde biopeliculas a 37°C. Los valores de concentracion y pureza de las

extracciones estan resumidos en la Tabla S4.

4 /
48 hrs o / |

- > — | | —h Determinacion de
integridad y
) pureza del RNA
Formacidn de biopeliculas en
placas petri Obtencion de Protocolo de
(37°C,37°C +Cu, 8°Cy 8°C + Cu) biomasa extraccion de RNA

con NucleoZOL

—_——

r 1
37°C 37°C+C | 8°C 8°C+ Cu
u
203

Concentracion  410,1 296,6 422,3
(ng/ul)

A260/280 1.514 1,364 1,395 1,582
A260/230 0,561 0,441 0,548 0,616

Figura 10. Esquema que representa el ensayo de extraccion de RNA desde biopeliculas y resultados
obtenidos. Imagen creada con BioRender.com. Arriba: Gel de integridad de extraccion en frio (8°C) (A 'y B)
y frio y cobre (0,5 mM) (C) del aislado Imo221-1. Las letras representan las condiciones experimentales en

las cuales fue extraido el RNA. Abajo: Tabla con valores de concentracion y pureza del RNA extraido.
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Posteriormente, luego de establecer el protocolo de extraccion de RNA se evalué su
efectividad en biopeliculas formadas a 8°C y 8°C + Cu. Se seleccionaron dos aislados
para extraer RNA desde biopeliculas y se realizé el ensayo de formacion de biopeliculas
en las 4 condiciones estudiadas (37°C, 37°C +Cu, 8°C y 8°C + Cu), pasadas las 48 hrs
de incubacion, se realizd la extraccion de RNA. Todas las extracciones mostraron una
concentracion por sobre 100 ng/pl.

5. Evaluacion de la respuesta transcripcional de L. monocytogenes en biopeliculas
Finalmente, se seleccionaron genes para evaluar la respuesta transcripcional de
aislados de L. monocytogenes en biopeliculas bajo diferentes condiciones de cultivo. Se
seleccionaron genes definidos como indirectamente relacionados a biopeliculas y que
estaban altamente conservados en los genomas de L. monocytogenes y que ademas
participaran en diferentes funciones dentro de la célula. Se utilizé la herramienta primer-
BLAST para el disefo de las secuencias de partidores y se comprobé la hibridacion de
estas en la secuencia nucleotidica en formato fasta de cada gen. La lista de partidores
se detalla en la tabla S5.

Los estudios de la respuesta transcripcional no alcanzaron a ser realizados en este
proyecto de tesis. Las principales razones de no poder cumplir con esta actividad fueron
que debido a la pandemia hubo retraso en la llegada de reactivos y las actividades

presenciales estaban restringidas por temas de aforo en el laboratorio.
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DISCUSION

Listeria monocytogenes es un patogeno capaz de formar biopeliculas en diversas
superficies abidticas (Paduro y col.,, 2019). Numerosos estudios han evaluado el
comportamiento de las biopeliculas de L. monocytogenes frente a agentes estresores,
demostrando que existen algunos de estos estresores, tales como desinfectantes,
biocidas y bajas temperaturas, que disminuyen la capacidad de formar biopeliculas
(Ferreira y col., 2014; Fagerlung y col., 2020), mientras que otros estresores como un
aumento en la salinidad en el medio potencian esta capacidad (Lee y col., 2019).
Ademas, se ha visto que la capacidad de formacion de biopeliculas puede variar entre
las diversas cepas de L. monocytogenes (Borucki y col., 2003). Las bacterias en
biopelicula tienen patrones distintos de expresién génica en comparacién con sus
contrapartes plancténicas y, por lo tanto, son fisiolégicamente diferentes (Renier y col.,
2011). Hasta la fecha, solo se ha reconocido un numero limitado de genes en L.
monocytogenes que desempenan funciones criticas en el desarrollo de biopeliculas y
las bases moleculares de esta forma de vida aun no son muy claras.

Mediante una acabada busqueda bibliografica se identificaron los genes involucrados,
tanto directa e indirectamente en la formacion de biopeliculas de L. monocytogenes. La
busqueda bibliografica resulté en la identificacion de 119 genes relacionados a
biopeliculas, 20 de ellos se categorizaron como directamente relacionados a biopeliculas
porque su funcion se relaciona estrechamente con produccion de matriz polimérica
extracelular y/o quorum sensing. Algunos de estos genes descritos en estudios previos
son los genes del sistema regulador de genes accesorios (agr), los cuales estan
involucrados en quorum sensing (Autret y col., 2003; Rieu y col.,.2007; Rieu y col., 2008)

y el gen luxS que codifica para la molécula funcional similar al autoinductor 2 (Al-2) (Sela
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y col., 2006). Estos genes han mostrado un impacto significativo en la formaciéon de

biopeliculas de L. monocytogenes (Pieta y col., 2014).

Adicionalmente, se identificaron otros 99 genes que en este estudio fueron clasificados
como indirectamente relacionados a biopeliculas, es decir su funcion especifica se
relaciona con otros mecanismos o procesos celulares, pero existen estudios que han
reportado que la perdida de funcionalidad de dicha proteina afecta la formacion de
biopeliculas (Chang, 2011; Alonso, 2014). En este estudio, se distinguié un amplio rango
de funciones especificas de los genes encontrados en la literatura, donde se destacan
tres grandes grupos funcionales: biosintesis, regulacion genética y motilidad celular. Se
ha demostrado que dos reguladores transcripcionales previamente descritos son
relevantes para el desarrollo de biopeliculas. Estos son prfA, gen que codifica para un
activador transcripcional (Lemon y col., 2010) y sigB gen codificante para un regulador
transcripcional global de genes de respuesta al estrés (Veen & Abee 2010). Diversos
estudios describen que genes regulatorios, como los genes antes mencionados, y a
genes de movilidad, como fliG, flaA, motB, tienen un rol en la formacioén biopeliculas de
L. monocytogenes. Se ha descrito que la motilidad mediada por flagelos es fundamental
para la produccién de biopeliculas, ya que permite que la bacteria se adhiera a las
superficies (Lemon y col., 2007). Asimismo, el flagelo juega un papel importante en la
formacion temprana de biopeliculas en varias bacterias Gram-negativas (O Toole y col.,
2000). Si bien se ha propuesto que los flagelos participan en la formacién de biopeliculas
tanto como adhesinas superficiales y como generadores de motilidad, se ha observado
que en al menos Escherichia coliy Vibrio cholerae es la motilidad misma el proceso clave
para la formacion de biopeliculas (O Toole & Kolter, 1998; Watnick y col., 2001; Lemon

y col., 2007).
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El uso de herramientas bioinformaticas permitid buscar la presencia de estos genes
identificados en la literatura en una base de datos de 422 genomas de L.
monocytogenes. La herramienta cgMLST del software Ridom Seqsphere+ facilitd el
proceso de analisis de los genomas. Mediante el analisis de software automatizado de
las secuencias de los genomas esta herramienta realiza la llamada de alelos gen por
gen de cientos o miles de genes (genoma central MLST [cgMLST]) para realizar el

genotipado (Mellmann y col.,2016).

Los genes directamente relacionados a biopeliculas se encontraron altamente
conservados en los genomas de L. monocytogenes. Un gen en particular se encontrd
ausente en 308 genomas de L. monocytogenes, el gen dgcC (Figura 6). Este gen codifica
para la proteina diguanilato ciclasa que contienen dominios GGDEF, involucrada en la
sintesis de c-di-GMP. La molécula c-di-GMP promueve la formacién de biopeliculas a
través de la estimulacién de formacion de SPE y factores asociados a superficie celular
(Rémling & Amikam 2006). Se ha observado en otras investigaciones que la inhibicién
de la actividad diguanilato ciclasa en E. coliy P. aeruginosa apunta a una deficiencia en
la formacion de biopeliculas (Antoniani y col., 2009). La ausencia de dgcC en los aislados
de L. monocytogenes, no se relacioné con la capacidad o cantidad de biopeliculas
formadas (Tabla S3 y Figura 8). Es probable que los otros genes con actividad DGC
(dgcA, dgcB) sean suficientes para establecer la formacién de biopeliculas. Otra
posibilidad es que exista otro gen que cumpla una funcién similar a dgcC. Al respecto,
Chen y colaboradores (2014) realizaron un analisis gendmico de la via de sefializaciéon
de c-di-GMP donde describen un cuarto gen con actividad diguanilato ciclasa, el gen
psSsSE. Este gen mostrdé una alta conservacion en los genomas de L. monocytogenes

(Figura 6), por lo que podria ser el gen que reemplace la actividad de dgcC. Se pudo
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observar también que los genes agr mostraron diferentes niveles de conservacién en los
genomas de L. monocytogenes. Los genes agr codifican proteinas involucradas en
comunicacion célula a célula y quorum sensing (Vivant y col., 2014). El gen agrA fue el
menos conservado de los genes anteriormente mencionados, estando presente en 400
de los 422 genomas. El gen agrC se encontré presente en 413 genomas. El gen agrB
mostrd estar altamente conservado en los genomas de L. monocytogenes, ya que se
encontré presente en 420 de los 422 genomas. El gen luxS mostré un nivel similar de
conservacion que el anterior, encontrandose presente en 419 de los 422 genomas de L.

monoctogenes.

Los resultados mostraron que los aislados varian en su capacidad de formacion de
biopeliculas tanto a 37°C, como a 37°C + Cu y a 8°C. En esta investigacion se evalué
la capacidad de formacién de biopeliculas de L. monocytogenes a una exposicién aguda
no letal al cobre (0,5 mM). Se eligié esta concentracién porque fue la mas alta probada
que no afectd la cinética bacteriana y es equivalente a 1/8 de la MIC-Cu (Quesille-
Villalobos y col., 2019). A la fecha no existen estudios que evaluen el comportamiento
de las biopeliculas de L. monocytogenes ante la presencia de cobre en concentraciones
subletales. Estudios respecto al uso de superficies de cobre para el control de
biopeliculas de otras especies bacterianas describen como las interacciones de los iones
de cobre afectan no solo al microorganismo en si, sino que existe una interaccion con la
matriz de exopolisacarido. Esta interaccion aun no esta bien estudiada (Gomes y col,
2020). Lin y colaboradores (2020) demostraron que los iones de cobre en biopeliculas
de P. aeruginosa se localizaban principalmente en la matriz y solo un porcentaje bajo se

encontraba intracelularmente o en la membrana/pared celular (Lin y col., 2020). Se ha
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reportado también que la presencia de cobre podria reducir la produccién de SPE en
otras especies bacterianas (Khan y col., 2013; Chari y col., 2017; Gomes y col., 2020).

Estudios previos muestran que en presencia de frio los aislados disminuyen su
capacidad de formar biopeliculas en bajas temperaturas cuando se las compara con el
crecimiento a 37°C (Di Bonaventura, G. y col., 2008; Tomicic y col., 2016). En este
estudio un aislado de 18 presenté una menor cantidad de biopelicula formada a 8°C vs
a 37°C y los otros 17 aislados presentaron niveles similares de biopeliculas a 37 y 8°C.
Una de las razones que podria explicar este hallazgo es que, a nivel experimental, los
aislados fueron adaptados por 72 hrs a frio (8°C) previo al ensayo de formacion de
biopelicula. En este estudio se observé que la presencia de 8°C + Cu simultaneamente
genero un aumento significativo en la formacion de biopelicula de la mayoria de los
aislados estudiados. Al respecto no hay estudios que describan el comportamiento de
las biopeliculas de L. monocytogenes ante estos dos estresores, por lo que este
resultado constituye una novedad y un punto de partida para futuras investigaciones.
Estudios que evaluan el efecto entre la temperatura y otra condicion de estrés (salinidad
en el medio, deficiencia de nutrientes, adicidon de glucosa) muestran que el efecto de
estos dos factores de estrés es disminuir la capacidad de formacion de biopeliculas en
cepas de L. monocytogenes, atribuyendo este resultado la temperatura por sobre el
segundo factor de estrés (Kadam y col., 2013; Lee y col., 2019; Fan y col., 2020). Una
vez formadas y maduradas, las biopeliculas crean una protecciéon contra condiciones
adversas, como variaciones de temperatura y pH, alta salinidad y baja disponibilidad de
nutrientes, asi como desinfectantes (Skowron y col.,2019). Lopes da Silva y
colaboradores observaron que a bajas temperaturas (4°C) y en presencia de
concentraciones de subinhibitorias de amonio cuaternario L. monocytogenes aumento

su formacion de biopeliculas respecto a 37°C (Silva y col., 2020). La presencia de cobre
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en concentraciones subinhibitorias podria estar aumentando la formacion de biopeliculas
como mecanismo de proteccion celular. Como se menciond previamente (Lin y cols.,
2020), la matriz extracelular formada por las biopeliculas podria actuar reteniendo iones
cobre y favoreciendo la persistencia del patégeno.

Al contrastar los resultados de presencia de genes en los aislados de L. monocytogenes
con la formacion de biopelicula de dicho aislado, no se encontré una relacién entre mayor
numero de genes presentes y una mayor formacion de biopeliculas a 37°C. De acuerdo
a la hipdtesis se esperaba que los aislados del grupo A, los cuales presentaban mayor
numero de genes presentes en sus genomas, mostraran mayor capacidad de formacién
de biopeliculas que los demas grupos (B-D) en las cuatro condiciones. Sin embargo, se
observé que la formacion de biopeliculas no varié significativamente entre los grupos de
genomas respecto a las cuatro condiciones. Por lo tanto, el numero de genes
relacionados a biopeliculas (tanto directa como indirectamente) presentes en los
genomas resulto ser independiente de la capacidad de formacion de biopeliculas de los
aislados. Ademas, la cepa EGD-e, la cual fue utilizada como genoma de referencia por
tener presentes en su genoma todos los genes identificados en la busqueda bibliografica,
mostro baja formacion de biopeliculas en todas las condiciones al comprarla con otros
aislados (Figura S2).

Adicionalmente, se clasificaron los aislados segun su serogrupo y su formacién de
biopeliculas. Los resultados mostraron que la capacidad de formacion de biopeliculas
fernte a diferentes condiciones de cultivo no varié entre los serogrupos de los aislados.
A la fecha, estudios que han investigado la asociacion entre linajes, serotipos u origenes
de aislamiento con la diversidad de fenotipo de formacion de biopeliculas en cepas de
L. monocytogenes han mostrado resultados contradictorios, ya que algunos autores

afirman que existe una diferencia en la formacion de biopeliculas entre las cepas del
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linaje | (serotipo 1/2b y 4b) y el linaje 1l (1/2a y 1/2b) donde estas ultimas forman mas
biopeliculas que las primeras (Borucki y col., 2003; Marsh, Luo & Wang, 2003; Pan y
col., 2009; Pan y col., 2010), mientras que otros no han observado dicho comportamiento
en sus investigaciones (Lee y col., 2019; Bai y col., 2021). Estas inconsistencias en los
resultados se pueden atribuir a diferencias en el disefio experimental como también a
las cepas elegidas para los ensayos.

La falta de relacién entre la presencia de genes y composicion cuantitativa de la
biopelicula formada sugiere, entre otros, que estos aislados poseen una regulacion
transcripcional diferente entre si. La presencia de un gen no es suficiente para que se
genere un fenotipo, sino que se debe evaluar la expresion de dicho gen en cada situacion
en particular, como por ejemplo en este caso la formacién de biopeliculas. Estudiar la
expresion genética es una herramienta analitica que permite evaluar el impacto a nivel
transcripcional que se genera en la célula al ser expuesta a diversos factores
ambientales y/o externos, como nuevos sanitizantes, la temperatura, el material de la
superficie, entre otros (Rodrigues y col., 2011). Para ensayos que involucran expresiéon
es necesario contar con una cantidad y calidad minima de RNA, por lo que tener
estandarizado un protocolo para este proceso era importante en el desarrollo de esta
tesis. El establecimiento y aplicacion del protocolo de extraccion de RNA desde
biopeliculas permitié obtener RNA de dos aislados a 37°C, 8 °C y 8°C + Cu. Al determinar
la calidad del RNA, normalmente se consideran algunos parametros como el
rendimiento, la pureza y la integridad del RNA (Bustin y col., 2008). A pesar de los
factores inherentes relacionados con cada protocolo de extraccién de RNA en especifico,
las muestras pueden presentar propiedades intrinsecas que pueden conducir a la
extraccion de diferentes cantidades y calidades de RNA (Francay col., 2012). Se espera

que el RNA puro tenga una razén de 1,8 o superior para las razones A260/A280 y
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A260/A230. Una razén A260/A280 mas baja que 1,8 indica la presencia de proteinas,
mientras que una razén A260/A230 mas baja que 1,8 la presencia de polisacaridos
desde la matriz (Tavares, y col., 2011). Con respecto a estos indicadores, se observé
que los resultados de la razéon A260/A230 en las extracciones de RNA fueron menores
a 1,8. Esto indica un alto nivel de polisacaridos en la extraccion, lo que podria significar
que las extracciones presentaron alta cantidad de matriz polimérica extracelular en ellas.
Estudios previos han mostrado que la extraccion de RNA es un proceso que debe ser
llevado a cabo de manera rigurosa, ya que la molécula de RNA se degrada rapido en el
ambiente (Landolt y col., 2016). En biopeliculas este proceso es aun mas desafiante,
porque los polisacaridos que constituyen la matriz extracelular dificultan la lisis celular y
los acidos nucleicos, una vez purificados, pueden aun contener sustancias inhibitorias
que podrian influir en la exactitud y reproducibilidad de la cuantificaciéon de RNA (Junttilla
y col., 2009; Santiago-Vasquez y col., 2006).

Como los resultados muestran que no hay una correlacién entre la presencia de los
genes Yy la capacidad de formacién de biopeliculas y ademas, la presencia simultanea
de frio y cobre durante la formacion de biopeliculas sugiri6 que la formacién de
biopeliculas se vio mas influenciada por los estresores del medio que por los
componentes genéticos de los aislados, se propone que trabajos futuros se enfoquen en
estudiar la expresion de estos genes en biopeliculas L. monocytogenes en presencia de
frio y cobre. Para esto, se disefaron partidores de genes que podrian se claves en este
proceso.

Finalmente, no se observo una relacion directa entre la presencia de genes y la
capacidad de formar biopeliculas, lo que definié que parte de la hipétesis inicial no fuera

valida. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que en aislados que presentaron

43



mayor formacion de biopeliculas, algunos de estos genes identificados posean mayor

expresion geneética.
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CONCLUSIONES

Todos los aislados de L. monocytogenes mostraron capacidad de formar biopeliculas en
las cuatro condiciones evaluadas. Adicionalmente, la presencia de genes relacionados
a la formacion de biopeliculas varié en aislados chilenos de L. monocytogenes, sin
embargo, la cantidad de biopelicula formada fue independiente del nimero de genes
presentes en los aislados.

Pese a lo anterior:

e Se caracterizo a los aislados locales de L. monocytogenes respecto al nUmero
de genes relacionados a formacion de biopelicula que codifican.

e Se evaluo la formacién de biopeliculas de aislados de L. monocytogenes, donde
se encontré que la formacion de biopeliculas aumentaba cuando habia dos
estresores (frio y cobre) en el ambiente.

e Se establecid un protocolo de extraccion de RNA desde biopeliculas y se
disefiaron partidores de genes determinante en la formacion de biopeliculas
reportados en la literatura, dejando informacién y material para futuros analisis
transcriptomicos.

Finalmente, es necesario evaluar la respuesta transcripcional de estos genes para
entender la diferencia observada en el nivel de produccion de biopeliculas bajo

condiciones de estrés.
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MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tabla S1. Aislados de Listeria monocytogenes utilizados en este estudio.

Aislado Fuente Detalle dela MLST Serogrup Serotipo Linaje
fuente o*

EGD-e Animal B CC9 lla 1/2a Il
Imo594-1 Agua Agua de canal ST36 lla 1/2a I
Imo655-1 Agua Agua CC37 lla 1/2a Il

superficial
Imo348-1 Agua Agua de arroyo  CC7 lla 1/2 a I
Imo221-1 Agua Agua de canal CC37 lla 1/2a I
Imo405-1 Agua Agua de rio CC26 lla 1/2a I
BS3-2 Alimentos — ST14 IV b 4b I
5
Imo689-1 Agua Agua CC39 b 1/2b I
superficial 2
Imo664-1 Agua Agua cCc2 IVb 4b I
superficial
Al157-12  Alimentos N CC3 b 1/2b I
Imo128-1 Agua Agua de canal CC3 II'b 1/2b I
List2-2 Alimentos N ST14 lla 1/2a Il
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Imo186-1 Agua Agua de rio CC14 lla 1/2a Il

Imo638-1 Agua Agua CC1 IVb 4b I
superficial
Imo804-1 Agua Agua CC5h9 b 1/2b I
superficial
Imo139-2 Agua Agua de arroyo  ST73 II'b 1/2b I
6
Al152-2A _ ST5 b 1/2b I
Imo115-1 Agua Agua de arroyo  CC5 b 1/2b I
Imo642-1 Agua Agua ST27 IV b 4b I
superficial 9
Imo640-1 Agua Agua CC6 IV b 4b I
superficial
Imo656-1 Agua Agua CCé6 IV b 4b I
superficial

*Los serogrupos lla (serotipo 1/2a y 3a), IIb (1/2b, 3b y 7), llc (1/2c y 3c), y Vb (4b, 4ab, 4d, y 4e) se
determinaron por ensayo de PCR multiplex en investigaciones previas del Laboratorio de Microbiologia y

probidticos del INTA (Doumith y col., 2004).

Tabla S2. Lista de genes (n=99) de L. monocytogenes encontrados en la literatura.

Gen COG Funcioén especifica Referencia

Imo2638 C NADH deshidrogenasa (Assisi, 2020)
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ackA (Imo1581)

Imo1057

pycA (Imo1072)

eutD (Imo2103)

pdhA (Imo1052)

pdhD (Imo1055)

pdhB (Imo1053)

pfiB(Imo1406)

pflA (Imo1907)

Imo1634

citC (Imo1566)

citB (Imo1641)

Imo1386

asnB (Imo1663)

hom (Imo2547)

gltB (Imo1734)

m

Acetato kinasa

L-lactato deshidrogenasa

Piruvato carboxilasa

Fosfato acetiltransferasa

Componente E1 de piruvato
deshidrogenasa

Dihidrolipoil deshidrogenasa

Componente E1 de la piruvato-
deshidrogenasa subunidad beta

Formiato acetiltransferasa

Formiato acetiltransferasa

AcetaldheidoCoA/alcohol deshidrogenasa
bifuncional

Isocitrato deshidrogenasa

Aconitato hidratasa

DNA translocasa

Asparagina sintasa

hidrolizante)

(glutamina-

Homoserina deshidrogenasa

Glutamato sintasa subunidad grande
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(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Alonso, 2014)

(Jordan, 2008)

(Alonso, 2014)

(Alonso, 2014)



purD (Imo1764)

purN (Imo1766)

purH (Imo1765)

purA (Imo0055)

Imo0372

Imo0182

nagA (Imo0956)

Imo2096

Imo0096

plsX (Imo1809)

Imo0788

tufA (Imo2653)

prfA (Imo2543)

raiA (Imo2511)

comK (Imo2270)

Fosforribosilamina - glicina ligasa

Fosforribosil-glicinamida formiltransferasa

Fosforribosilaminoimi  dazolcarboxamida
formiltransferasa / [IMP ciclohidrolasa
bifuncional

Adenilosuccinato sintetasa

Similar a beta-glucosidasa

Similar a alfa-xilosidasa y alfa-glucosidasa

N-acetilglucosamina-6-fosfato
desacetilasa

Sistema PTS especifico de galactitol
componente IIC

Similar al sistema PTS especifico de
manosa, factor [IAB

glicerol-3-fosfato aciltransferasa

Proteina hipotética

Factor Elongacion de la traduccion

Factor de liberacion de la cadena de
péptidos 1

Proteina de modulacién Sigma-54

Proteina de competencia
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(Alonso, 2014)

(Alonso, 2014)

(Alonso, 2014)

(Alonso, 2014)

(Chang, 2011)

(Luo, 2013)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Luo, 2013)

(Alonso, 2014)

(Luo, 2013)

(Assisi, 2020)

(Lemon, 2010)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)



rpoD (Imo1454)

Imo1878

nusG (Imo0246)

rpoA (Lmo2606)

Imo2142

addB (Imo2286)

uvrA (Imo2488)

uvrB (Imo2489)

uvrC (Imo1234)

recO (Imo1460)

Imo1081

murG (Imo2035)

Imo1666

srtA (Imo2185)

M

RNA polimerasa factor sigma

Regulador transcripcional del transporte de
manganeso

Proteina antiterminacion

Subunidad alfa de la ARN polimerasa
dirigida por ADN

Proteina hipotética

Subunidad B de nucleasa dependiente de
ATP

Excinucleasa A

Excinucleasa B

Excinucleasa C

Proteina de reparacion de DNA

Similar a timidil

transferasa

la glucosa-1-fosfato

Similar a las enzimas de sintesis de
peptidoglicanos, fosfo-N-acetiimuramoil-
pentapéptido-transferasa putativa

Proteina relacionada a peptidoglicano

Similar a sortasa A
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(Assisi, 2020)

(Chang, 2011)

(Chang, 2011)

(Luo, 2013)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Chen, 2020)

(Bierne et al. 2002)



Imo0688

yneA (Imo1303)

capA (Imo0516)

Imo2504

Imo0644

ditB (Imo0973)

bapL (Imo0435)

figK (Imo0705)

fliP (Imo0676)

figE (Imo0697)

fliG (Imo0714)

flaA (Imo0690)

motA (Imo0685)

mecA (Imo2190)

mba (Lmo1860)

ftsH(Imo0220)

M

M

M

M

pd

pd

0]

)

Proteina hipotética

Factor de respuesta a SOS

Proteina de sintesis de poli-gamma-
glutamato

Proteina de union a la pared celular

Proteina sulfatasa de membrana

Proteina de esterificacién de D-alanina de
acido lipoteicoico y &cido teicoico de pared

Proteina de union a peptidoglicano

Proteina asociada al gancho flagelar

Proteina de biosintesis fagelar

Proteina de gancho flagelar

Proteina del interruptor del motor flagelar

Flagelina

Proteina motora flagelar

Proteina adaptadora mecA

Péptido-metionina (S) -S-6xido reductasa

Proteasa de division celular
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(Luo, 2013)

(Luo, 2013)

(Assisi, 2020)

(Chen, 2020)

(Chang, 2011)

(Alonso, 2014)

(Chen, 2020)

(Alonso, 2014)

(Chang, 2011)

(Chang, 2011)

(Chang, 2011)

(Du, 2017)

(Alonso, 2014)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)



dnaK (Imo1473)

kat (Imo2785)

dItA (Imo0974)

sepA (Imo2157)

Imo2677

Imo0625

Imo2437

yhaM (Imo2220)

Imo2829

actA(Imo0204)

Imo2254

Imo2738

hrcA (Imo1457)

inIL (Imo2026)

mpl (Imo0203)

Imo1069

Q

Q

R

Chaperona molecular

Catalasa

D-alanina - poli
subunidad 1

(fosforibitol) ligasa

Proteina hipotética

Alfa/beta Hidrolasa

Proteina hipotética

Proteina hipotética

3’-5’ exoribonucleasa

Proteina hipotética

Precursor de proteina inductora de

ensamblaje de actina

Transportador MFS de la familia AGZA
permeasa de xantina / uracilo

Hemolisina

Proteina de respuesta de choque térmico
de clase |

Internalina L

Precursor de Zinc metaloproteinasa

Proteina hipotética
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(Luo, 2013)

(Alonso, 2014)

(Alonso, 2014)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Travier,2013)

(Assisi, 2020)

(Assisi, 2020)

(Luo, 2013)

(Chen, 2020)

(Luo, 2013)

(Assisi, 2020)



Imo1707 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

Imo2255 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

tmRNA S ncRNA (Assisi, 2020)

Imo0647 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

Imo2339 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

Imo1649 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

Imo2439 S Proteina hipotética (Assisi, 2020)

spoVG S Proteina G de esporulacién en estadio V (Assisi, 2020)

(Imo0196)

Imo0673 S Proteina hipotética (Chen, 2020)

hly (Imo0202) S Listeriolisina O (Assisi, 2020)

InlA (Imo0433) S Internalina A (Bonsaglia, 2014)

Imo2326 S Similar a la proteina gp41 [Bacteriéfago (Luo, 2013)
A118]

resk (Imo1947) T Similar a sensor histidina kinasa de dos (Bonsaglia, 2014)
componentes

pocR (Imo1150) T Regulador transripcional (Assisi, 2020)

phoR (Imo2500) T Sensor  histidina kinasa de dos (Alonso, 2014)
componentes

rbsU (Lmo0892) T Muy similar a la serina fosfatasa RsbU (Luo, 2013)
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Imo1270 U Peptidasa sefial de tipo | (Alonso, 2014)

Imo0583 ] Amidohidrolasa de N-acil-L-aminoacido (Assisi, 2020)

Imo0540 \% Proteina hipotética (Assisi, 2020)

Tabla S3. Caracteristicas genéticas de los aislados seleccionados para analisis de formacion de
biopeliculas.

Aislado Serogrupo Grupo N° de genes Genes indirectos ausentes
presentes

Lmo405-1 lla Grupo A 114 addB Imo2326 Imo0149 bapL

Imo2829

Lmo348-1 lla Grupo A 116 Imo2326 Imo0149 bapL

Lmo221-1 lla Grupo A 115 addB Imo2326 Imo0149 bapL

List2-2 lla Grupo A 116 addB Imo2326 Imo0149

Lmo186-1 lla Grupo A 116 addB Imo2326 Imo0149

Lmo594-1 IIb Grupo B 105 addB Imo2326 dnaK rpoA yneA

pflaA Imo2677 comK recO rese
Imo0149 bapL actA dgcC

Lmo139-1 Ib Grupo B 105 addB Imo2326 dnaK rpoA yneA
pflaA Imo2677 comK recO rese
Imo0149 bapL actA dgcC

Al152-22 Ib Grupo B 105 dnaK rpoA yneA pflaA Imo2677
comK recO rese Imo0149 bapL
actA fstH Imo2829 dgcC
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Lmo115-1

Lmo804-1

Al157-12

Lmo640-1

Lmo656-1

Lmo642-1

Bs3-2

Lmo664-1

Lmo689-1

IIb

IIb

IIb

IVb

IVb

IVb

IVb

IVb

1/2b

Grupo B

Grupo C

Grupo C

Grupo C

Grupo C

Grupo D

Grupo D

Grupo D

Grupo D

104

106

105

104

104

104

104

104

106

65

Imo2326 dnaK rpoA yneA pflaA
Imo2677 comK recO rese
Imo0149 bapL actA fstH Imo2829
dgcC

addB rpoA yneA pflaA Imo2677
comK recO resk Imo0149 bapL
actA Imo2829 dgcC

addB Imo2326 dnaK rpoA yneA
pflaA Imo2677 comK recO resE
Imo0149 bapL InlA dgcC

addB Imo2326 Imo1081 dnaK
rpoA yneA pflaA Imo2677 comK
recO reskE Imo0149 bapL
Imo2829 dgcC

addB Imo2326 Imo1081 dnaK
rpoA yneA pflaA Imo2677 comK
recO resk Imo0149 bapL
Imo2829 dgcC

addB Imo2326 Imo1081 dnaK
rpoA yneA pflaA Imo2677 comK
recO reskE Imo0149 bapL fstH
dgcC

addB Imo2326 dnaK rpoA yneA
pflaA Imo2677 comK recO reskE
Imo0149 bapL fstH Imo2829
dgcC

addB Imo2326 dnaK rpoA yneA
pflaA Imo2677 comK recO resk
Imo0149 bapL fstH Imo2829

addB Imo2326 dnaK rpoA yneA
pflaA Imo2677 comK recO resk
Imo0149 bapL fstH



Egd-e Grupo 0 119

Figura S1. Analisis filogenético de los genomas de L. monocytogenes (n=422). En la figura se destaca

el origen de los aislados . Se asigné una figura geométrica a cada origen de aislamiento de los genomas:
Clinica (rombo), Ambiente (Circulo negro), Alimentos (cuadrado) y Aguas (triangulo). El arbol fue construido

usando el método de Neighbour joining en SNPs del core genome.
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Tabla S4. Valores de pureza y concentracion de extracciones de RNA obtenidos desde cepas de L.
monocytogenes (Imo115-1 y Imo221-1) en estado de biopeliculas. Las extracciones fueron realizadas

por triplicado

Aislado Condic Cuantificacién de [ng/pl] A260/2 A260/230 Extraccion

ion biopeliculas 80
A Imo221-1 8°C 0,3088 138 1,426 0,51
B  Imo221-1 8°C 554 1,6 0,614
C Imo221-1 8°C 513,2 1,588 0,59
D  Imo221-1 8°C+Cu 0,3165 298,8 1,504 0,567
E  Imo221-1 8°C+Cu 389,2 1,527 0,531
F Imo221-1 8°C+Cu 356,8 1,499 0,512
G  Imo221-1 37°C 2,0188 525,2 1,571 0,579
H  Imo221-1 37°C 583,2 1,593 0,613
I Imo221-1 37°C 124 1,378 0,491 Sl
J Imo221-1 37°C+ 1,3974 221,6 1,406 0,524

Cu
K Imo221-1 37°C+ 279,6 1,427 0,513

Cu
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Imo221-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

Imo115-1

37°C+
Cu

8°C 0,1701

8°C

8°C

8°C+Cu 0,5314

8°C+Cu

8°C+Cu

37°C 2,547

37°C

37°C

37°C+ 3,105
Cu

37°C+
Cu

37°C+
Cu

111,6

207,2

410,4

2324

649,2

176,8

436

572,4

776,4

504

352,4

446,8

562

1,261

1,381

1,507

1,4

1,593

1,386

1,678

1,569

1,59

1,542

1,456

1,489

1,544

0,287

0,497

0,501

0,509

0,655

0,48

0,688

0,625

0,911

0,523

0,529

0,571

0,595

Sl

Sl
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Tabla S5. Lista de partidores disefiados para futuros analisis de expresion genética en biopeliculas

de L. monocytogenes.

ID Gen Forward primer Reverse primer Tm (°C) Tamano (pb)
(nombre) (5—3’) (5—3’)
flaA TAGGTGCTGGTA TTTCGGACAT
(Imo0690) TGAGTCGC TTCAGCAGCC 60 119
luxS CAATGGGATGTC CCAACCGCAT
(Imo1288) AAACAGGCTT TGGACTTCAT 60 143
prfA TTGCCAGAAGC GCAAAATTGC
(Imo2543) GGAAGAAGT TACAGTCGCT 58 150
nusG CATTCGCTGACT AATCCACTTC
(Imo0246) TCTCCGGTA GACTGGCGTT 60 105
CGGTGAGGTTG CGGCTAGTTA
Imo0644 GCGTAGTTA GGCGGAATGA 62 150
GAATATCTAG
fliG CCGCGAACATTT CGCGGTTTCG
(Imo0714) ACAACGCT C 60 110
citB CAGACGGCGAA CTGCTTCAAT
(Imo1641) TTTGTAGCG ACCGCCAACG 62 111
motA ATGCCGGACAA CTAAGCGCAT
(Imo0685) AGTGGATGT GCCTCGTTTC 62 133
phoR CCCCCGTGACA TTAAACGGTG
(Imo2500) GCTCTTAAA CAATCGGTCG 60 123
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ACTGCTTCTT

rpoA CGACTCGTGGT CTGGGCTGAT
(Imo2606)* CGTGGTTAC AC 60 205
rpoB ATGCTTTCCGCA TTTCAGCGGC
(Imo0258)* GACGAAGA TGCATTTTCC 60 112
Idh CGACGGAGCAG TTTGAGCAGT
(Imo0210)* TTGGTTCTA ACCGGCAGTT 60 208
pocR AATATCGCCCGC CTCGGTAGCC
(Imo1150) AACTTAGG TTTTGGAGTG 62 91
pflaA GCCAACATGGG TATGCACTGG
(Imo1917) ATTCGGTAT GGAGTTACCA 60 310

AGCAGAAGCATT ACCAAGTGTT

Imo1634 CGATCGTT AGGGAAGGGA 60 202
pdhB GCGCAAAAACAA CTATCTGGAG
(Imo1053) GCAGGTAT CAGCAACTCG 62 194

TGGATGTCGTG TCGCTCCGTT
Imo0583 GTAATCCCT CCAATTACAG 58 377

TTAAAATCACAA TCTGCTGCTT
Imo2439 CGGACGGC TAGAGGGAAC 60 220

*Genes housekeeping
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