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RESUMEN

La listeriosis afecta principalmente a gestantes, neonatos, ancianosy pacientes con baja respuesta inmune, entre otros; es
causada por Listeria monocytogenes. En este estudio se caracterizaron molecularmente 20 cepas clinicas de L. monocytogenes
aisladas a partir de 18 casos de listeriosis perinatal procedente del Hospital San Bartolomé de Lima-Perti durante los afnos
2001 al 2005. Las bacterias fueron caracterizadas inicialmente con pruebas bacterioldgicas convencionales, tales como
presencia de B-hemolisis incompleta, reaccion CAMP positiva con Staphylococcus aureusy negativa con Rhodococcus equi,
asi como, la utilizacién diferencial de carbohidratos D-glucosa y L-ramnosa, pero no de D-xilosa ni D-manitol. Las cepas
fueron identificadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y tipificadas con la técnica del ADN Polimorfico
Amplificado al Azar (RAPD) utilizando los cebadores OMP-o1, M13, M132, PJ108 y PJu8. Con OMP-01y PJ108 se obtuvieron
seis RAPD (tipo): ocho cepas con el tipo Al, tres con cada uno de los tipos A-1I, A-IIl y B-11, dos con tipo B-1y una con el tipo
A-1V. Se concluye que, de los 18 casos de listeriosis, se aislaron 20 cepas de L. monocytogenes con seis genotipos diferentes,
siendo el RAPD tipo A-I, el mas frecuente con el 40% (8/20) de las cepas estudiadas.
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SUMMARY

Listeriosis primarily affects pregnant women, newborns, elderly people and patients with low immune response, among
others, and is caused by Listeria monocytoges. In this study we characterized molecularly 20 strains of Z. monocytogenes
isolated from 18 cases of perinatal listeriosis in Hospital San Bartolomé of Lima-Perti, during 2001 to 2005 years. The bacteria
were characterized initially by conventional bacteriological testing, such as -hemolysis incomplete, CAMP reaction positive
with Staphylococcus aureus and negative with Rhodococcus equiand the differential utilization of carbohydrates as D-glucose
and L-rhamnose, but not D-xylose and D-mannitol. Then, strains were identified by polymerase chain reaction (PCR) and
typified by the technique of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) primers using OMP-o01, M13, M132, PJ108 and
PJ108. With primers OMP-o1 and PJ108 were obtained six RAPD patterns: eight strains with Al pattern, three with AIl, AIII
and BII patterns each one, two and one with Bl and AIV patterns, respectively. In conclusion, from the 18 cases of listeriosis
were isolated 20 strains of Z. monocytogenes with six different genotypes being the Al RAPD pattern the most common with
40% (8/20) of the strains studied.

Keywords: Listeria monocytogenes, listeriosis, RAPD, genotyping.

INTRODUCCION En Per, la listeriosis no se documenta de manera

isteria monocytogenes es una bacteria %st%matlca, sin embargo en c&troﬁ paises como Estadoi
intracelular Gram negativa, que se transmite ~nidos se estiman 12 casos de listeriosis por cien mi

poralimentos contaminados, capaz de invadir 8eStantes y 8,6 casos por 100 mil nacidos vivos, con una

células intestinales y viajar por via linfitica o sanguinea reduccién progresivade casos debidoalasestrictas politicas

hasta alcanzar el higado y bazo, donde se multiplica y de salubridad impuestas en la industria de alimentos y por

. o1 .7 e 5 .

disemina por el organismo, con especial tropismo hacia la sensibilizacién del tema en la poblacion ®. En Chile, se

el cerebro y el ttero gréavido U2, Z. monocytogenes causa reportd el aumento de casos hasta 4,2 por mil gestantes en
. . . . . 1 1 1 (6)
listeriosis que afecta principalmente a gestantes, neonatos, ' 0SOCOmMIO capitalino durante el 2008 ©.

ancianos; pacientes con cancer infectados con VIH, La identificaciéon y caracterizacion de

usuarios de corticoides y trasplantados, entre otros ¢4, microorganismos patogenos emergentes, como L.
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monocytogenes, permite un mejor control de las cepas
circulantes en casos de brotes. Por ello, en el presente
estudio se identifican y caracterizan molecularmente
cepas de L. monocytogenes aisladas a partir de casos
de listeriosis atendidos en el Hospital San Bartolomé
de Lima-Peru, un establecimiento de salud materno
infantil de referencia nacional.

MATERIALY METODOS

Casosy cepas clinicas

En los registros médicos del Hospital San Bartolomé
se han reportado 52 casos de listeriosis perinatal entre
los afios 2001 y 2005. Fueron excluidos 34 casos (22
por cultivos negativos, 10 por cultivos ser diferentes a
Listeria 'y dos por falta de datos), de los 18 restantes,
se aislaron 20 cepas de Listeria sp. debido a que en
dos de estos casos se aislaron 2 cepas. Se revisaron los
historiales clinicos correspondientes (de la madre y
del recién nacido) y se registraron los datos clinicos y
epidemiolodgicos pertinentes.

Caracterizacion bacteriologica

Se realizaron cultivos sobre agar sangre de carnero
al 5% y agar tripticasa de soya, incubandose a 37 °C
durante 48 h en condiciones de aerobiosis. Con las
colonias obtenidas se identificé el género y especie
bacteriana: el género Listeria se determind mediante
técnica s convencionales como tinciéon Gram, pruebas
de catalasa, motilidad diferencial, rojo de metilo y
Voges-Proskauer, toleranciaal NaCl 6,5%y crecimiento
en agar bilis esculina; la especie Z. monocytogenes se
determind con la presencia de P-hemolisis, prueba
de CAMP (con 8. aureus ATCC 25923y R. equi ATCC
6939) y fermentacion de carbohidratos: D-glucosa,
L-ramnosa, D-xilosa y D-manitol.

Caracterizacion molecular

Extraccion y purificacion del ADN gendmico. Se
obtuvieron cultivos liquidos de L. monocytogenes en
caldo tripticasa de soya con extracto de levadura al 0,6%
incubados a 37 °C por18 h, luego se centrifugaron a sooo
rpm por 5 min y lavaron de dos a tres veces con buffer
salino fosfato. Cada precipitado celular se resuspendié
en buffer Tris-NaCl-EDTA vy lisozima, e incubé a 37 °C
por 2 h. Después, se agreg6 SDS al 1% y proteinasa K (100
pg /mL) e incubd a 50 °C durante 12 h. E1 ADN se extrajo
con igual volumen de fenol-cloroformo (1:1), se precipitd
con acetato de sodio 3M e isopropanol y centrifugo a
1200 rpm por 5 min. Finalmente, el precipitado se lavo
con etanol al 70%, se disolvié en 50 pL de buffer Tris
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EDTA y se guardd a 4 °C. El ADN purificado se separ6
por electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer
Tris-Acetato-EDTA 1X a 80 V por 1 h. La concentracion
del ADN extraido se determind por comparaciéon con
cantidades conocidas del marcador de peso molecular
fago Lambda / Hind III.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se utilizaron cebadores diseflados a partir del gen
iap especificos para L. monocytogenes: Mono A
(5-CAAACTGCTAACACAGCTACT-3)) y LisiB:
(5-TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3)), segiin
Bubert y col ™. El volumen final de la reaccion fue
de 50 pL, conteniendo buffer 1X, MgCl, 1,5 mM,
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) 200 pM de
cada uno, enzima 7ag ADN polimerasa 1U, cebadores
20 pM de cada uno, y ADN genodmico 100 ng. La
amplificaciéon se realizo en el termociclador Perkin
Elmer 2400. Las condiciones de reaccién fueron las
siguientes: a) desnaturalizacién inicial a 95 °C por
3 min; b) 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por
45 s, hibridacion a 55 °C por 1 min y extension a 72
°C por 45 s, ¢) un ciclo final de extension de 72 °C
por 7 min. Se utilizaron controles de ADN positivo
(Z. monocytogenes ATCC 191u8) y negativo (£ coli
ATCC 43887). Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando buffer
Tris-Borato-EDTA 1X a 80 V durante 1 h. Se utilizo el
marcador de peso molecular ladder 1 kb.

ADN polimorfico amplificado al azar (RAPD).
Se utilizaron 5 cebadores de secuencia arbitraria
y tamano variable de 10 a 20 bases descritos por

otros investigadores 1%,  Estos son: OMP-o1
(CTTGGTGGCT), M132 (GAGGGTGGCGGTTCT),
PJus (TGTTCGTGCTGTTTCTG), PJ108
(GCTTATTCTTGACATCCA) y M3

(GTTGTAAAACGACGGCCAGT). El volumen final de
la reaccién de PCR fue de 50 pL conteniendo buffer 1X,
MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 pM de cada uno, 7ag DNA
polimerasa 1U, cebador 20 pM y ADN gendmico 50 ng.
Las condiciones de amplificacion fueron semejantes a
las descritas antes para la PCR, excepto la temperatura
de hibridacion que fue de 36 °C para el cebador OMP-
o1y 50 °C para el resto de cebadores. Los productos del
RAPD fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, utilizando buffer TBE 1X. Se utilizaron
los marcadores de peso molecular ladder 100 pb y 1
kb. Los perfiles de ADN se registraron con una camara
fotografica polaroid y fueron analizados visualmente. Los
fragmentos de ADN obtenidos en el RAPD se calificaron
como idénticos o diferentes en base al nimero y tamafio
de los fragmentos de ADN obtenidos para cada cebador.
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Asimismo, segtn los perfiles de ADN observados, las
cepas en estudio se agruparon por genotipos.

RESULTADOS

Seidentificaron2ocepasde L. imonocytogenesaisladas
a partir de 18 casos de listeriosis perinatal atendidos en el
Hospital San Bartolomé de Lima (tablas1y 2). En el caso 4,
se aislo una cepa del liquido amniotico de la madre y otra
de lasangre de su recién nacido (cepas 4y 4’) yenel caso 12,
se aislaron dos cepas de un mismo neonato, de secrecion
conjuntival y sangre (cepas 12 y 12, respectivamente). Las
gestantes fueron mujeres jovenes con edad promedio de
25 afios y rango de edades entre 16 a 35 aiios, el 61% (11/18)
proceden de los distritos del cono norte y 39% (7/18) del
cercado de Lima, incluyendo La Victoria. El 83% (15/18) de
las madres tuvieron recién nacidos vivos, no obstante, se
registraron tres casos fatales.

De las cepas en estudio, el 25% (5/20) se aislo de
gestantes y el 75% (15/20) de recién nacidos; 65% (13/20)
a partir de muestras de sangre, 15% (3/20) de liquido
amniotico, 15% (3/20) liquido cefalorraquideo y 5%
(1/20) secrecién conjuntival. F Todas las cepas estudiadas
mostraron las mismas caracteristicas fenotipicas de L.
monocytogenes; fueron positivas a la prueba de catalasa,
motilidad y rojo de metilo/Voges Proskauer, toleraron
bilisy sal, presentaron B-hemdlisis incompletay tuvieron
reaccion de CAMP positiva con S, aureusy negativa con R
equi. Asimismo, tuvieron fermentacion de carbohidratos
diferenciada con utilizacién de D-glucosa y L-ramnosa,
pero no de D-manitol ni D-xilosa.

La identificacion molecular de las cepas se
determind mediante la visualizacién de los productos
amplificados del gen iap de L monocytogenes
obtenidos por PCR, siendo el tamaiio de los productos
amplificados de aproximadamente 660 pb. El RAPD,
con los cebadores Mi132, PJu8 y M3, mostro perfiles
de ADN idénticos para todas las cepas. Sin embargo,
con los cebadores OMP-o1 y PJi08, se obtuvieron
fragmentos de ADN entre 0,2 y 3,0 kb. En base al
numero y tamafio de fragmentos observados, se
determind arbitrariamente los RAPD tipo del presente
estudio. Con OMP-o01 se obtuvieron dos perfiles de
ADN diferentes denominados Ay B (figura 1); mientras
que con PJ108 se visualizaron cuatro perfiles de ADN
asignados como I, II, Il y IV (figura 2).

De las cepas clinicas en estudio, 15 (75%) se
catalogaron dentro del tipo Ay 5 (25%) del tipo B; del
mismo modo, 10 fueron consideradas del tipo I, 6 del
tipo II, 3 del tipo III y una del tipo IV (5%). El cebador
PJ108 permitié discriminar en 4 subgrupos las cepas
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Tabla 1. Casos de listeriosis perinatal identificados en el Hospital
San Bartolomé de Lima.

Procedencia Edad
(Distrito) (aiios

1 Comas 19 RN vivo Feb 2001
2 La Victoria 21 RN vivo Jul 2001

3 Cercado 20 RN vivo Ago 2001
4 Cercado 22 RN vivo Oct 2001
5 Cercado 23 RN vivo Oct 2002
6 Puente Piedra 26 Obito Fetal Ene 2003
7 Cercado 27 Natimuerto Ene 2003
8 SJL 26 RN vivo Feb 2003
9 Comas 35 RN vivo Oct 2003
10 Los Olivos 26 RN vivo Ene 2004
11 La Victoria 29 Aborto Abr 2004
12 Comas 29 RN vivo Jul 2004

13 Comas 22 RN vivo Nov 2004
14 Comas 24 RN vivo Nov 2004
15 Cercado 20 RN vivo Nov 2004
16 Independencia 21 RN vivo Mar 2005
17 Los Olivos 35 RN vivo May 2005
18 Comas 16 RN vivo Jun 2005

RN, recién nacido o neonato; SJL, San Juan de Lurigancho.

Tabla 2. Cepas de L. monocytogenes aisladas en el Hospital San
Bartolomé de Lima.

OMP-01 PJ108

1 Sangre Neonato A 11
2 Sangre Neonato A 111
3 Sangre Neonato A I
4 Liquido Amnidtico Gestante A 11
4 Sangre Neonato A 11
5 LCR Neonato B I
6 Liquido Amniético Gestante A I
7 Sangre Neonato A I
8 Sangre Neonato B I
9 Sangre Neonato A I
10 Sangre Neonato A v
11 Sangre Gestante A I
12 Secrecion Conjuntival Neonato A 111
12’ Sangre Neonato A 11
13 Sangre Neonato B 11
14 LCR Neonato B II
15 LCR Neonato B 11
16 Sangre Gestante A I
17 Liquido Amniético Gestante A I
18 Sangre Neonato A 1

LCR, liquido cefalorraquideo.

de perfil tipo A y en dos grupos las cepas tipo B; asi
se obtuvieron seis RAPD tipo denominados: A-I, A-II,
A-III, A-1V, B-1 y B-II. El genotipo mas frecuente fue
el RAPD tipo A-I con el 40% de las cepas en estudio
(8/20). Las cepas se distribuyeron asi: ocho en el tipo
A-], tres en cada uno de los tipos A-II, A-IIl y B-II, dos
en el tipo B-1 y una en el tipo A-IV (Tabla 2). No se
encontrd relacion entre genotipo y edad, procedencia
de la madre, tipo de muestra biologica, ni grupo
poblacional de aislamiento.

Se observo concordancia de genotipos en las
cepas pareadas: tipo A-II para las cepas 4y 4’ de la
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Figura1.RAPD delascepasde L. monocytogenes
obtenidos con cebador OMP-01 en gel de
agarosa al 1%. El nimeros de las lineas indican el
codigo de cepa y las letras sefialan el tipo de perfil
de ADN obtenido con el cebador OMP-01; Lm, Z.
monocytogenes ATCC 19118; MP, marcador de peso
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Figura 2. RAPD de las cepas de L.
monocytogenes obtenidos con cebador PJ108
en gel de agarosa al 1%. Los niimeros arabigos
indican el cddigo de cepa y los nimeros romanos
sefialan el tipo de perfil de ADN obtenido con
el cebador PJ108; Lm, L. monocytogenes ATCC
19118; MP, marcador de peso molecular (ADN del

del parto, pero no para el
desarrollo de enfermedad
en la madre 9,

La particularidad
de L. monocytogenes
en mantener constantes
sus caracteristicas
fenotipicas en las
pruebas  microbiolégicas
convencionales, hace

necesaria la utilizacién de
técnicas moleculares para
su tipificacién, asi como
para determinar asociaciéon
entre cepas aisladas e
infeccién @Y, Las pruebas
serologicas no ayudan en

molecular (ADN del fago Lambda/ Hind III).

madrey su neonato correspondiente, y tipo A-III para
las cepas 12 y 12" de sangre y secrecion conjuntival de
un mismo neonato.

DISCUSION

La susceptibilidad de la listeriosis en la gestacion
esta documentada en mas de 40 especies animales,
incluida el hombre, siendo los factores de riesgo para
desarrollar infeccion: la disminucién de la inmunidad
y la permeabilidad de la barrera placentaria & .
La transmision perinatal puede ocurrir por via
transplacentaria en cualquier momento del embarazo,
durante el parto (por aspiracion o deglucién de
secreciones contaminadas) o después del parto por
transmision cruzada o ingesta de leche contaminada 9.
Se considera que, si la gestante estd infectada, entonces
el feto serd afectado en mas del 9o% de los casos,
conllevando al aborto, ¢bito fetal o parto prematuro con
sepsis neonatal 7. La enfermedad materna es benigna
pero la afectacidn del producto es gravey letal en el 20 a
30% de los casos (!9, en este estudio se encontro pérdida
del producto en el 17% de casos.

Elaislamientobacterianode muestrasnoestériles
como heces, meconio y secrecién cervicovaginal,
no tienen mayor significado sin un contexto clinico
compatible;asi, porejemplo, seaisla Z. monocytogenes
en las heces del 1al 10% de personas sanas "9. En este
trabajo, las muestras clinicas procedieron de lugares
estériles, principalmente de sangre (65%). Durante
la gestacién, el estado de portador asintomatico
en secrecion cervicovaginal representa un factor
de riesgo para la transmision al producto, via canal

fago Lambda/ Hind III).
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el ambito clinico porque
unos pocos serotipos (4b, 1/2a y 1/2b) se asocian
al 95% de todas las infecciones ?2. El RAPD es una
técnica molecular sencilla, rapida y de bajo costo,
que permite discriminar eficazmente entre cepas
no relacionadas, aunque se requiere estandarizar
previamente las condiciones de la PCR para garantizar
su reproducibilidad #¥,

Lawrence y col. @, utilizando el cebador OMP-o01
identificaron 33 RAPD tipo de g1 cepas no relacionadas
de L. monocytogenes de origen ambiental, alimentario y
clinico. En otro estudio, Gravesen y col. !9, compararon
diferentes técnicas de genotipificacion, observando 10
RAPD tipo en 48 cepas de L. monocytogenes de origen
animal y ambiental, con capacidad discriminatoria
moderada de la técnica. No obstante, los investigadores
precisanquenoexistecorrelacionentrelostiposobtenidos
por las diferentes técnicas. Wagnery col. 9, empleando
la técnica RAPD con 20 cebadores, identificaron 10 RAPD
tipo en 52 cepas de L. monocytogenes procedentes de
una fabrica de alimentos, sin embargo, cuando utilizaron
el cebador OMP-o1 identificaron solo 6 RAPD tipo.

Lado y Yousef "3, compararon la tipificacion
molecularde g cepas de L. monocytogenes mediante las
técnicas RAPD y PFGE. Con la técnica RAPD, utilizaron
los cebadores PJ108 y PJu8, identificando 3 RAPD tipo;
mientras que con PFGE observaron g tipos. Noobstante,
Louiey col " estudiaron 51 cepas de L. monocytogenes
mediante las técnicas RAPD, ribotipificaciéon y PFGE;
observaron 21 patrones de banda con la técnica RAPD,
siendo la mds rdpida, sencilla, barata y de alto poder
discriminatorio. En esta investigacion, se encontrd
mejor capacidad discriminatoria con el cebador PJ108
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que con el empleo de OMP-o1, semejante a lo sefialado
por otros autores 1314,

En conclusion, se aislaron 20 cepas clinicas de
L. monocytogenes a partir de 18 casos de listeriosis
perinatal atendidos en el Hospital San Bartolomé
de Lima, todas las cepas se identificaron mediante
las caracteristicas fenotipicas convencionales vy
se confirmaron por PCR. Las cepas en estudio, se
tipificaron mediante la técnica RAPD con los cebadores
OMP-o1 y PJ108, observando 6 perfiles RAPD tipo: 8
cepas del tipo A-I, 3 en cada uno de los tipos A-II, A-I11
y B-I1, 2 del tipo B-I y una del tipo IV.
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