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Resumen

El objetivo principal de este trabajo fue determinar mediante una revision bibliogréfica si la
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) es la herramienta molecular mas adecuada para la
tipificacion y diferenciacion de aislamientos de Listeria monocytogenes. Para cumplir este objetivo
se seleccionaron 70 articulos cientificos, los cuales fueron organizados y tabulados por afio de
publicacidn, desde 1992 hasta el 2012; lo que permitid obtener informacion como, el tipo de PFGE
y las enzimas de restriccion utilizadas, el protocolo empleado y la metodologia de analisis de los
patrones de bandeo. Se encontrd que la PFGE permite la separacion de moléculas de ADN de alto
peso molecular (hasta 10Mpb) a través del uso de enzimas de restriccion que cortan el ADN de L.
monocytogenes con una baja frecuencia; generando patrones de restriccion simples (10-20 bandas)
lo que simplifica el analisis, el cual se realiza a través de un software que permite la comparacion
répida y fécil de los aislamientos. La PFGE ha demostrado tener mayor poder discriminativo que la
mayoria de técnicas moleculares utilizadas para la tipificacion de L. monocytogenes. En el
protocolo de PFGE estandarizado (variante CHEF) para la subtipificacion de L. monocytogenes se
requiere la combinacion de las enzimas de restriccion Apal y Ascl; lo que permite reducir el tiempo
de la corrida a 30h. Mediante el analisis y agrupacién de los datos obtenidos en PFGE ha sido
posible la agrupacion de los aislamientos de L. monocytogenes en 3 linajes genéticos. La
nomenclatura de los linajes varia entre investigadores; sin embargo, por lo general se sabe que en el
linaje I estan incluidos los serotipos 12b, 3b, 4b, 4d, 4e y 7, en el linaje II los serotipos 12a, 3a, 12¢c
y 3c y en el linaje 11, los serotipos 4a y 4c; asi como algunas cepas del serotipo 4b. Sin embargo, se
ha reportado la existencia de un linaje IV el cual fue identificado por primera vez mediante la
técnica MLGT (Multilocus genotyping) y se compone de los serotipos 4a, 4b y 4c, los cuales
difieren considerablemente de los miembros del linaje IIl. Ninguno de los articulos cientificos
revisados menciona la agrupacién de cepas del linaje 1V a través de la PFGE; lo que sugiere que
esta técnica, podria no ser la que mejor para discriminar entre los linajes 11 y IV.

Palabras clave: Electroforesis en Gel de Campo Pulsado, PFGE, Listeria monocytogenes,
tipificacién molecular.



Abstract

The main objective of this study was to determine through literature review if Pulse Field
Gel Electrophoresis (PFGE) is the most appropriate tool for the molecular characterization
and differentiation of Listeria monocytogenes isolates. To meet this goal we selected 70
scientific papers, which were organized and tabulated by year of publication, since 1992 to
2012, which allowed getting information such as the type of PFGE and restriction enzymes
used; the most relevant results, the protocol used and the methodology of analysis of
banding patterns. PFGE was found allowing the separation of DNA molecules of high
molecular weight (up 10Mpb) through the use of restriction enzymes that cut the DNA of L.
monocytogenes with a low frequency; generating simple restriction patterns (10-20 bands)
thereby simplifying the analysis, which is performed through a software that allows fast and
easy comparison of isolates. The PFGE has shown more discriminative power than most
used molecular techniques for L. monocytogenes typing. The standardized PFGE protocol
(CHEF variant) for subtyping of L. monocytogenes requires the combination of the
restriction enzymes Apal and Ascl, thus reducing the running time at 30h. By analyzing and
clustering data from PFGE was possible grouping L. monocytogenes isolates in three
genetic lineages. The nomenclature of the lineages varies between researchers; however,
generally it is known that lineage I include serotypes 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, and 7, lineage 1l
serotypes 1/2a, 3a, 3c and 1/2c, and lineage 111 serotypes 4a and 4c, as well as some strains
of serotype 4b. However, it has been reported the existence of a lineage IV which was first
identified using the techniqgue MLGT (Multilocus genotyping) and consists of serotype 4a,
4b and 4c, which differ considerably from lineage Il members. None of the papers
reviewed mentioned the clustering of strains from lineage 1V through PFGE; suggesting
that this technique may not be the best for discriminating between lineages Ill and 1V,

Key words: Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE, Listeria monocytogenes, molecular typing.



1.0. Introduccion

Listeria monocytogenes es un microorganismo Gram-positivo, mévil, no forma esporas y anerébio
facultativo. EI género Listeria incluye 8 especies, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii (Unicos
miembros patdgenos del género), Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri y Listeria
grayi que estéa lejanamente relacionado con las otras Listeria spp., (89), asi como 2 nuevas especies
que fueron identificadas por primera vez en el 2009 y en el 2010 respectivamente, Listeria
rocourtiae (64), y Listeria marthii (40).

El género Listeria esta distribuido en el medio ambiente incluyendo el suelo, agua, drenajes, la
vegetacion (por ejemplo, hierba, prados, bosques), las heces de animales silvestres, granjas, en el
ensilaje y en las instalaciones de procesamiento de alimentos. L. monocytogenes puede sobrevivir
con baja actividad de agua (0,92), por ejemplo, a altas concentraciones de sal y multiplicarse en un
rango de temperatura de -1 a 45°C y pH de 4,3 a 9,6 + 0,2 (115). Debido a que L. monocytogenes
es un patdgeno intracelular transmitido por alimentos, potencialmente letal para humanos y
animales, ha sido ampliamente estudiado desde mediados de la década de los 80 (102).

La infeccion causada por L. monocytogenes se conoce como listeriosis y se manifiesta de dos
formas: la listeriosis invasiva y la no invasiva. La listeriosis invasiva se presenta principalmente en
personas de edades extremas (recién nacidos y ancianos), mujeres embarazadas, personas con
enfermedades que causan inmunosupresion y personas que reciben terapia inmunosupresora (29);
generando en ésta poblacion de riesgo, meningitis, abortos, septicemia, con una alta tasa de
mortalidad (20-30% de los casos) (98). La listeriosis no invasiva por el contrario se ha observado
principalmente en algunas epidemias en las que la mayoria de los casos presentaban sintomas de
gastroenteritis, como diarrea, fiebre, cefalea y mialgia, tras un periodo de incubacion corto. La
listeriosis no invasiva puede afectar a personas sanas, después de la ingestion de un gran nimero de
organismos y por lo general la enfermedad se soluciona espontaneamente (29).

Los brotes de L. monocytogenes no son comunes en comparacion con los causados por patégenos
como Salmonella spp. Sin embargo, estos brotes reciben una atencidn considerable, debido a que
suelen tener casos graves e incluso muertes. A menudo son causados por fallas en las plantas de
fabricacion que no cumplen las regulaciones. Los brotes ademds, de las consecuencias en salud
publica tienen consecuencias econémicas importantes, sobre todo si los productos afectan el
comercio internacional (115).

La presencia de L. monocytogenes en las fabricas de alimentos es de gran preocupacion para la
industria; de ahi que la deteccion del microorganismo en la cadena alimentaria y el entorno de la
planta sea de primordial importancia. Durante mucho tiempo, numerosos métodos discriminatorios
se han descrito para la subtipificacion de L. monocytogenes (58). La tipificacion por Electroforesis
en Gel de Campo Pulsado (PFGE) se ha convertido rapidamente en el método estdndar de
subtipificacién para la investigacion de brotes de listeriosis (31, 51, 56, 58, (1, 4), debido a que la
PFGE utiliza enzimas de restriccion que cortan el ADN genémico con una baja frecuencia y por
tanto producen perfiles simples (10-20 bandas), el anélisis de los patrones resultantes se
simplifica mediante el uso de software, lo que permite la comparacion rapida y facil de los



aislamientos (41). La PFGE es una técnica para el fraccionamiento de ADN de alto peso molecular
entre 10 Kb a 10 Mb por electroforesis en gel de agarosa con un campo eléctrico alterno en dos
direcciones (81). La PFGE tiene varias utilidades en el rastreo, investigacion y seguimiento de los
brotes, también como la deteccion temprana por el aumento de alguno de los subtipos usualmente
implicados en brotes (111). Por otro lado, en la industria de alimentos la PFGE ha sido empleada en

la deteccion de cepas persistes en el entorno de procesamiento o de una fuente de contaminacion
externa (104).
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2.0. Justificacion

Al ser L. monocytogenes un patdgeno causante de brotes alimentarios reportados mundialmente,
con una tasa de mortalidad alta (20-30%) entre la poblacion de riesgo (115), es importante su
identificacion, serotipificacion asi como caracterizar los aislamientos de humanos, animales y
alimentos para poder hacer el seguimiento de los brotes y conocer el panorama general de este
patogeno en el pais. Actualmente, se buscan técnicas rapidas y sensibles que permitan diferenciar
los aislamientos y serotipos (119).

La caracterizacion molecular de bacterias mediante Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE) ha sido aplicada con éxito en la tipificacion de L. monocytogenes aisladas de diversas
fuentes (4); la PFGE se ha convertido rapidamente en el método estandar de subtipificacion para la
investigacion de brotes de listeriosis, debido a que utiliza enzimas de restriccion que cortan el ADN
gendémico con una baja frecuencia y por tanto producen perfiles simples de bandeo (10-20 bandas),
el andlisis de los patrones resultantes se simplifica, lo que permite la comparacion rapida y facil de
los aislamientos (41).

En Colombia existen pocos datos sobre la epidemiologia de la listeriosis, debido a que no se
diagnostica con frecuencia (bien sea por desconocimiento o por manifestarse de manera no
invasiva) y por lo tanto, existe un subregistro epidemioldgico (100). Lo anterior ha despertado
interés en la blsqueda de técnicas moleculares rapidas y especificas como la PCR y sus variantes
(RCR multiple, qPCR, RAPD), (50, 64, 82) para la identificacion y serotipificacion de L.
monocytogenes en el pais.

Con éste trabajo de grado se pretende esclarecer si la PFGE es la técnica mas adecuada para la
tipificacion, diferenciacion y clasificacion de aislamientos de Listeria monocytogenes, cuales son
las condiciones de funcionamiento y cémo deben interpretarse los patrones de bandeo obtenidos,
con el fin de establecerla como técnica molecular para la caracterizacion de los aislamientos de L.
monocytogenes independientemente de su procedencia.

El laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial
(GBALI) del Departamento de Microbiologia en la Pontificia Universidad Javeriana a través de tres
de sus lineas de investigacion (Microorganismos Emergentes en la Industria de Alimentos, Biologia
Molecular y Biotecnologia, y Control de Calidad en la Industria) ha venido desarrollando diversos
trabajos encaminados a levantar la linea base relacionada con la informacion, evalucion de riesgo,
inocuidad de alimentos, epidemiologia, caracterizacion molecular, epidemiologia y control de L.
monocytogenes (2, 5, 11, 12, 25, 26, 64, 68-70, 72, 80-82); por lo cual la implementacion de la
PFGE como técnica de rutina en la caracterizacion de estos aislamientos es una necesidad
inmediata.
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3.0. Marco teorico
3.1. Género Listeria

La primera cepa de L. monocytogenes fue aislada en 1924 después de un brote en conejos y
conejillos de indias que presentaron mononucleosis como consecuencia de la infeccion. La
listeriosis se describié por primera vez a finales de la década de 1920 y se propuso que la
contaminacién ocurria por via oral. Esta hipdtesis se confirmé en la década de 1960, y
posteriormente, una serie de brotes en los paises industrializados durante la década de 1980
permitieron confirmar definitivamente que L. monocytogenes era el agente causante de la listeriosis
transmitida por los alimentos (60).

El género Listeria incluye 8 especies, Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii (Unicos miembros
patdgenos del género), Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri y Listeria grayi que
esta lejanamente relacionado con las otras Listeria spp., (89), asi como 2 nuevas especies que
fueron identificadas por primera vez en el 2009 y en el 2010; respectivamente, Listeria rocourtiae
(64) y Listeria marthii (40).

Listeria spp., se caracteriza por ser un bacilo Gram-positivo, aerobio o anaerobio facultativo, corto,
no ramificado, no formador de esporas, no encapsulado, con extremos redondeados; algo mas
pequefio que la mayoria de los bacilos Gram-positivos. Las células mas viejas son Gram-variables.
Pueden aparecer con forma cocoide. Dispuestos en forma aislada y en cadenas cortas; rara vez
aparecen como filamentos largos excepto en cultivos viejos. Listeria spp., es catalasa positivo,
oxidasa negativo y su temperatura Optima de crecimiento es de 30-37°C (72). Es resistente a
condiciones extremas, tales como temperaturas bajas o alta concentracion de sal; lo que permite a la
bacteria tener una gran capacidad de adaptacion a su entorno, por lo que se encuentra de nichos,
incluyendo humanos, animales y alimentos procesados (60).

3.2. Miembros del género Listeria

L. monocytogenes es un patdgeno intracelular, transmitido por los alimentos, potencialmente letal
para los seres humanos y animales, y por esto sus caracteristicas y mecanismos de virulencia han
sido estudiados desde mediados de 1980. L. ivanovii es también de gran importancia econdmica, ya
que es patdégeno en rumiantes (102). Se reconocen 13 serotipos de L. monocytogenes (1/2a, 1/2b,
1/2c¢, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7), basados en los antigenos somaticos (O) y flagelares (H),
pero hasta el 2002 el 95% de los casos humanos de listeriosis han sido causados por los serotipos
1/2a, 1/2b, y 4b (23).

Listeria ivanovii, antiguamente conocida como Listeria monocytogenes serotipo 5, es la otra especie
que se considera patégena. Ha sido reportada como patégeno al infectar animales, causando
abortos, sepsis neonatal y enteritis. Este organismo también ha sido aislado de animales sanos,
portadores humanos y del medio ambiente. Las infecciones humanas por Listeria ivanovii son muy
raras; sin embargo, se ha reportado recientemente que es un patégeno humano entérico oportunista
(110). L. ivanovii presenta tnicamente el serotipo 5 (60).
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Listeria innocua es de particular importancia, ya que es la especie que estd genéticamente mas
relacionada con L. monocytogenes, y por lo general coexisten en diferentes nichos. A pesar de que
estas dos especies se parecen ecoldgica, bioquimica y genéticamente, L. innocua no es patdgena
(25). L. innocua presenta los serotipos 4ab, 6a y 6b (60).

Listeria seeligeri es una bacteria no patégena que muestra similitudes morfoldgicas, bioquimicas y
moleculares con otras Listeria spp., relacionadas (L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
grayi y L. welshimeri). Al igual que otras Listeria spp., L. seeligeri se encuentra en una variedad de
entornos incluyendo los alimentos (68). A pesar de no ser patdgena, L. seeligeri presenta un grupo
de genes asociados a virulencia que estan presentes también en L. monocytogenes y L. ivanovii (39),
entre estos el gen hly que codifica para una listeriolisina-hemolisina, implicada en la patogenicidad
de L. monocytogenes (65). L. seeligeri presenta los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c, 4b, 4d y 6b (60).

Listeria welshimeri serotipo 6b fue aislado de plantas en descomposicion; otros serotipos (1/2a,
1/2b, 6a, 4c y 4f) también han sido reportados para esta especie. Los principales genes
determinantes de virulencia en la patogénesis de L. monocytogenes no estan presentes en L.
welshimeri (44).

Las cepas de Listeria grayi son aisladas en muy baja frecuencia y no son patégenas. En 1992,
Rocourt et al., (99) asignaron las especies L. murrayi y L. grayi a una sola especie, Listeria grayi,
debido a su semejanza molecular.

Listeria marthii fue incluida al género Listeria en el afio 2010 por Graves et al., (40) y fue aislada
de un ambiente natural en el Finger Lakes National Forest, New York, USA. L. marthii exhibe las
caracteristicas tipicas del género Listeria y al momento no ha sido asociada a enfermedades en
humanos o animales.

También, Listeria rocourtiae fue incluida en el género Listeria en el afio 2010 por Leclercg et al., y
fue aislada de lechugas en Salzburg (Austria), en el afio 2002. L. rocourtiae exhibe las
caracteristicas tipicas del género Listeria y la cepa es avirulenta, evaluada por ensayos de cultivo
celular y la inoculacion de ratones (64).

3.3. Listeriosis en humanos y animales

La infeccion causada por L. monocytogenes se conoce como listeriosis y se divide formas de
manifestacion: la listeriosis invasiva y la no invasiva. La listeriosis invasiva incluye a los casos en
los que una infeccion inicial del tejido intestinal por L. monocytogenes deriva en la invasion de
zonas del organismo que habitualmente son estériles. Los drganos méas afectados son el Utero
gravido, el Sistema Nervioso Central (SNC) y la sangre (98). La listeriosis invasiva se presenta
principalmente en personas de edades extremas (recién nacidos y ancianos), mujeres embarazadas,
personas con enfermedades de inmunodepresidn, y personas que reciben terapia inmunosupresora
(29); generando meningitis, abortos, septicemia, con una alta tasa de letalidad (20-30% de los
casos) (98).

La patogenicidad de L. monocytogenes se debe a la capacidad para adherirse, invadir y multiplicarse
dentro de una gran variedad de células como enterocitos, hepatocitos, fibroblastos, células
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endoteliales y células dendriticas. La entrada de la bacteria y la colonizacion de los tejidos del
hospedero se lleva a cabo en cuatro etapas: cruce de la barrera intestinal, multiplicacion en el
higado, colonizacion de Utero gravido y feto, y por Gltimo invasion del cerebro (116).

La listeriosis no invasiva se ha observado principalmente en algunos brotes en los que en la mayoria
de los casos presentaron sintomas de gastroenteritis, como diarrea, fiebre, cefalea y mialgia, tras un
periodo de incubacidn corto. La gastroenteritis febril puede afectar a personas sanas, después de la
ingestion de un alimento con una dosis alta del organismo y por lo general la enfermedad se
soluciona espontaneamente (29).

La listeriosis humana y animal fue reconocida por primera vez como una infeccion causada por una
bacteria en la década de 1920, posteriormente Ilamada Listeria monocytogenes. Es una de las 8
especies en el género y la Unica que se considera un patégeno humano importante (115). Listeria
ivanovii es la otra especie patdgena del género y se considera que es especifica para rumiantes, a
excepcion de casos extremadamente raros de infeccién en humanos (108). El primer vinculo del
organismo a un brote de origen alimentario en 1981 estimul6 la investigacion y el estudio para
determinar la ubicuidad del organismo y su método de transmisién. L. monocytogenes fue
reconocido como un patégeno importante de transmision alimentaria cuando la tasa de mortalidad
no disminuia con los afios, a pesar de que el niUmero de casos parecia ser pequefio en comparacion
con enfermedades como la salmonelosis y la campilobacteriosis (115).

3.4. Listeria monocytogenes como microorganismo zoonotico y emergente en la
industria de alimentos

Como se nombré anteriormente, el microrganismo L. monocytogenes fue aislado de un conejo
enfermo, y fue reconocido como un patdgeno veterinario durante al menos 10 afios antes de que se
sospechara una conexién con la enfermedad humana. Ademaés, las infecciones de Listeria
transmitidas por los animales eran comunes para los veterinarios desde finales de la década de 1930
(88).

Mientras que los animales infectados y los ambientes agricolas contaminados rara vez aparecen
como la causa directa de infecciones en humanos, los productos alimenticios derivados de animales
gue no se cocinan antes de su consumo Yy los alimentos crudos de origen vegetal que han sido
contaminados con estiércol de los animales infectados, han presentado vinculos directos entre las
infecciones humanas y L. monocytogenes (83).

Desde 1981, cuando se reportd el primer brote de listeriosis por alimentos en Canada, se han

notificado brotes ocasionados por diversos alimentos (Tabla 1) en donde se ha visto que en la gran
mayoria estuvieron involucrados los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b (103).
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Tabla 1. Brotes de listeriosis. Adaptado de (24, 49, 112, 117, 123)

Afio Locacion No. De  No. De Vehiculo implicado / sospechoso Serotipo
casos  muertes
1967-1985 Reino Unido 248 89 ND ND
1971-1989 Finlandia 58 15 ND ND
1981 Nueva Escocia, Canada 41 18 Ensalada de col 4b
1983 Massachusetts, USA 49 14 Leche pasteurizada 4b
1983-1987 Suiza 122 34 Queso Vacherin Mont d'Or 4b
1983-1992 Australia 71 27 ND ND
1983-1992 Reino Unido 16 6 ND ND
1985 California, USA 142 48 Queso estilo mexicano 4b
1986 Estados Unidos 179 63 ND ND
1986 Estados Unidos 36 16 Helados, salami y ortalizas ND
1986 Estados Unidos 20 0 Vegetales crudos 4b
1987-1989 Reino Unido 366 ? Paté 4b
1989-1990 Dinamarca 26 7 Queso azul 4b
1992 Francia 279 85 Lengua de cerdo en gelatina 4b
1993 Norte de Italia 18 0 Ensalada de arroz 1/2b
1993 Francia 38 10 Rillettes 4b
1994 Ilinois, USA 44 0 Leche chocolatada 1/2b
1994-1995 Suiza 9 2 Salmén ahumado 4b
1994-1998 Colombia 19 0 gtdzsoos, leches, legumbres, jugo de higado ND
1995 Francia 33 4 Queso Brie de Meaux 4b
1997 Norte de Italia 1566 0 Ensalada de maiz y atin 4b
1997 Suecia 6 0 Trucha arcoiris ND
1997 Francia 228 14 Queso Livarot 4b
1998 Finlandia 0 Pescado ahumado frio 1/2a
1998-1999 Varios estados, USA 108 14 Perros calientes 4b
1999 Finlandia 25 6 Mantequilla 3a
1999-2000 Francia 10 3 Rillettes 4b
1999-2000 Francia 32 10 Lengua de cerdo en gelatina 4b
2000 Estados Unidos 29 4 Pavo ND
2000 Varios estados, USA 30 7 Pavo delicatessen - comidas listas para 1/2a
consumo
2000 Nueva Zelanda 32 0 Comidas listas para consumo 1/2
2000 Carolina del Norte, USA 13 5 Queso estilo mexicano hecho en casa 4b
2001 California, USA 16 0 Pavo delicatessen - comidas listas para 12a
consumo
2001 Suecia 48 0 Queso hecho con leche cruda 1/2a
2001 Japon 38 0 Queso 1/2b
2001 Francia 185 - Lengua de cerdo en gelatina ND
2002 Varios estdaos, USA 54 8 Pavo delicatessen - comidas listas para b
consumo
2002 Quebec, Canada 17 0 Queso hecho con leche cruda ND
2003 Texas, USA 12 ? Queso estilo mexicano 4b
2004-2007 USA 135 22 Queso estilo mexicano ND
2006 Suiza 8 3 Queso Tomme 1/2a
2007 USA 5 3 Leche pasteurizada saborizada ND
2008 5 provincias, Canada 65 20 Embutidos ND
2008 Quebec, Canada 23 1 Queso blando ND
2009-2010 Austria y Alemania 14 4 Queso Quargel 1/2a
2011 28 estados, USA 146 31 Melén 1/2a-1/2b
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3.5. Origenes de la electroforesis en gel de campo pulsado

La electroforesis en gel convencional para moléculas de ADN es llevada a cabo mediante la
separacion de las muestras de ADN en una matriz sélida (cominmente agarosa o poliacrilamida).
Los geles de poliacrilamida son aplicables para moléculas de ADN cuyo tamafio sea de unos pocos
pares de kilobases (Kb), mientras que los geles de agarosa trabajan mejor en el rango de tamafio de
0.2-20Kb (19). Utilizando condiciones especiales, la electroforesis en gel de campo estético puede
separar moléculas de ADN tan grande como 50 pares de Kilobases (Kb). Sin embargo, en
situaciones ordinarias, las moléculas mas grandes que 20Kb tendran la misma &rea de seccién
transversal después de que se alinean con el campo eléctrico (11).

Schwartz y Cantor idearon en 1984 una manera de separar las moléculas grandes de ADN (hasta
10Mb) que ha tenido una amplia gama de aplicaciones (81). Este método utiliza una nueva forma de
electroforesis en gel en el que el ADN viaja a través de un gel de agarosa concentrado bajo la
influencia de dos campos eléctricos. Los dos angulos de los campos se encuentran cerca a la
perpendicularidad, no son uniformes en la intensidad de campo, y son alternantemente cambiantes o
pulsados. En general se supone que en concentraciones altas de gel y con tensiones elevadas, las
moléculas grandes de ADN deben ser elongadas a lo largo de la direccién del campo con el fin de
penetrar en los poros del gel. Cuanto mas grande sea la molécula de ADN, mayor sera el tiempo
necesario para encontrar la nueva orientacion y mayor sera el tiempo de retencion en el gel (109).

3.6. Tiposy variantes de la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

El término original electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE por sus silgas en inglés) se aplicd
por Schwartz y Cantor (1984) a cualquier ejecucion en gel utilizando multiples campos eléctricos
alternos. Otros nombres (OFAGE, FIGE, TAFE, CHEF, PACE, RGE, CFGE, ZIFE, ST/RIDE) se
han dado a los sistemas de electroforesis en campo pulsado que implican variaciones en la
geometria del electrodo original, homogeneidad y método de la reorientacion de los campos
eléctricos (Figura 1) (11).

3.6.1. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

En el dispositivo disefiado por Schwartz y Cantor (1984), el campo cambiaba a intervalos
determinados en un angulo de 90°. Un campo era homogéneo y generado por dos filas de electrodos
de puntos, el otro campo no era homogéneo y generado por un nimero de electrodos de puntos
como cétodo y un electrodo de punto como &nodo. Este sistema se conoce como "electroforesis en
gradiente de campo pulsado” (PFGE). En este sistema, el &ngulo entre los vectores de fuerza del
campo varia en regiones diferentes de gel (110°-150°), por lo tanto, las moléculas de igual tamafio
migran con diferentes velocidades dependiendo de su posicion inicial en gel; esto complicaba la
comparacion de las movilidades electroforéticas de los ADN que se encontraban en los carriles
vecinos por lo que es imposible calcular con precision el tamafio. Otros experimentos demostraron
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gue un campo no homogéneo no es un requisito obligatorio para la separacion exitosa de ADN.
Debido a que la mayoria de sistemas actuales se basan en campos homogéneos, la abreviatura de
"PFGE" tiene una nueva interpretacion (electroforesis en gel de campo pulsado) (81).

3.6.2. "Orthogonal Field-Alternating Gel Electrophoresis™ (OFAGE)

Carle y Olson (1984) reportaron otra variante de la técnica, que se denominé Electroforesis en Gel
de Campo Alternado Ortogonal (OFAGE). Con esta técnica, consiguieron la separacion de
moléculas hasta de 750Kb. Los electrodos se encuentran desplegados en angulos relativos de 45° y
el angulo de reorientacion varia de 120° a 150° en las diferentes regiones de gel. A pesar que la
mayoria de los carriles de corrido en la OFAGE no son rectos, los carriles centrales rectilineos
sirven de comparacion para los carriles vecinos (21).

3.6.3. "Transverse Alternating-Field Electrophoresis” (TAFE)

Gardiner y colaboradores (1986) propusieron un sistema con el gel colocado verticalmente en la
camara y orientando los campos eléctricos alternantes no a lo largo, sino a través del gel. Los
autores Illaman el sistema "electroforesis de campo alternante transversal" (TAFE). La palabra
"transversal" se refiere a la orientacion del vector de intensidad de campo con respecto al plano de
gel. El campo en este sistema es no homogéneo, como el angulo de reorientacion aumenta desde la
parte superior de gel a la parte inferior de 115° a 165°, lo que resulta en la reduccién de la
intensidad del campo y la velocidad limitada de migracion del ADN en la parte inferior del gel que
se ve reflejado en el adelgazamiento de las bandas. A pesar de que el campo eléctrico no es
homogéneo, esta variante vertical de la electroforesis en gel de campo pulsado asegura la migracion
estrictamente rectilinea de la molécula y, en consecuencia, todos los carriles (incluidos los
marginales) son rectos y paralelos. Esto permite la comparacion de la movilidad electroforética de
la migracion de las moléculas en distintas filas (81).

3.6.4. "Field Inversion Gel Electrophoresis" (FIGE)

Carle y col. (20) encontraron que las moléculas grandes de ADN también se pueden separar
simplemente invirtiendo periédicamente un campo eléctrico uniforme en una dimension (utilizando
un angulo de reorientacion de 180°). Este proceso se conoce como electroforesis en gel de campo
invertido. Para lograr migracion neta hacia adelante, FIGE emplea una diferencia en la duracion o
ya sea el voltaje de los campos de avance Yy retroceso. Esta técnica demostrd que campos eléctricos
no homogéneos no son necesarios para separaciones de PFGE. Debido a un s6lo campo eléctrico
homogéneo se utiliza, los carriles de ADN en FIGE son perfectamente rectos, lo que simplifica la
determinacion del tamafio de las moléculas (11).
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3.6.5. "Contour-clamped Homogeneous Electric Field" (CHEF)

En 1989 Chu y colaboradores, al encontrar dificultad en la comparacion de las muestras mediante
los otros métodos de PFGE, realizaron una nueva técnica en la cual se alternan los campos en dos
orientaciones. ElI campo eléctrico es generado por un método en el cual varios electrodos estan
organizados a lo largo de un contorno hexagonal, y restringidos a potenciales eléctricos
predeterminados.

Esta técnica presenta varias ventajas en comparacion a las mencionadas anteriormente, como son un
mayor poder de separacion (separa moléculas de menos de 50Kb sin distorsion, hasta moléculas de
2Mb), los carriles electroforéticos son perfectamente rectilineos y el patron de separacion es
independiente de la posicion del gel (28).

3.6.6. "Rotating Gel Electrophoresis” (RGE)

Southern y colaboradores emplearon en 1987 una técnica de PFGE en la que en lugar de cambiar la
direccion del campo eléctrico, se rota el gel sobre una placa giratoria impulsada por un motor,
generando asi un angulo de rotacion de aproximadamente de 120°. El aparato rota el gel entre dos
orientaciones predefinidas en un campo eléctrico uniforme a intervalos de tiempo pre-establecidos.
Este método de separacion tiene la ventaja practica sobre algunos otros que las moléculas de ADN
siguen carriles rectos (109).
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Figura 1. Esquema comparativo que muestra las geometrias de los electrodos en los instrumentos comunmente usados
para Electroforesis en Gel de Campo Pulsado. Sistemas con campos eléctricos no homogéneos: (PFGE) "Pulsed Field
Gradient Electrophoresis”; (OFAGE) "Orthogonal Field-Alternating Gel Electrophoresis”; (TAFE) "Transverse
Alternating-Field Electrophoresis”. Sistemas con campos eléctricos homogéneos: (FIGE) "Field Inversion Gel
Electrophoresis™; (CHEF) "Contour-clamped Homogeneous Electric Field"; (RGE) "Rotating Gel Electrophoresis”. Las
flechas cortas muestran los vectores de fuerza de campo de los campos eléctricos alternantes; el angulo de reorientacion
esta indicado en el interior. Las flechas largas apuntan a la direccién neta de migracién. Los simbolos A+ y A-, B+ y B-
indican las posiciones de los pares de electrodos de los campos eléctricos alternantes. Los electrodos estan indicados por
puntos en los esquemas de PFGE, TAFE, y CHEF, y por lineas rectas en los esquemas de OFAGE, FIGE, y RGE.
Tomado de (81).
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3.7. Usos generales de la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

La PFGE ha demostrado ser una técnica altamente discriminatoria, por lo que es ampliamente
utilizada en estudios epidemiol6gicos. El proceso de subtipificacion de microrganismos es
importante epidemioldgicamente para reconocer los brotes de infeccidn, detectar la transmision
cruzada de patégenos nosocomiales, determinar la fuente de la infeccion, reconocer las cepas
particularmente virulentas y para el seguimiento de los programas de vacunacién (86). Mediante el
andlisis de patrones ya sea de manera visual (113) o automatizado, se pueden determinar las
similitudes genéticas entre los aislamientos, lo que permite realizar los seguimientos previamente
mencionados. Por otro lado, en la industria de alimentos la PFGE ha sido empleada en la deteccion
de cepas persistes en el entorno de procesamiento o de una fuente de contaminacién externa (104).

Otras aplicaciones incluyen la identificacion de polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) y la construccion de mapas fisicos; detectar in vivo la ruptura y degradacion de
cromosomas Yy la determinacion del numero y tamafio de los cromosomas (“cariotipo
electroforético”) de levaduras, hongos, y parasitos tales como Leishmania, Plasmodium, y
Trypanosoma (57).
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4.0. Objetivos
4.1. Objetivo general

Determinar mediante revision bibliogréfica si es la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)
la herramienta molecular mas adecuada para la tipificacion y diferenciacion de los aislamientos de
Listeria monocytogenes.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar qué variante de la PFGE es la méas adecuada para tipificar molecularmente los
aislamientos de L. monocytogenes y ¢por qué?

2. Determinar cual(es) enzima(s) de restriccion o combinacion de estas son las mas
frecuentemente utilizadas para discriminar entre aislamientos de L. monocytogenes de
diversos origenes.

3. Determinar si la PFGE permite clasificar en serotipos los aislamientos de L.
monocytogenes.

4. Proponer el protocolo de PFGE méas adecuado para tipificar cepas de L. monocytogenes en
las condiciones del laboratorio de Biotecnologia Molecular de la Pontificia Universidad
Javeriana.
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5.0. Metodologia
5.1. Tipo de estudio: Monografia
5.2. Procedimiento:

5.1.1. Busqueda de articulos en las bases de datos: Se utilizaron bases de datos como ISI web
of Knowlege, SCOPUS, ScienceDirect, SpringerLink, EBSCO y ProQuest.
5.1.2. Seleccion y clasificacion de articulos mediante:
5.1.2.1.1.Palabras claves: Se utilizaron palabras claves en inglés y espafiol

Listeria monocytogenes + Pulsed Field Gel Electrophoresis
Listeria monocytogenes + Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

5.1.2.1.2.Criterios de inclusion: Se incluyeron articulos de revistas indexadas en los que se
utilizé la PFGE como método de tipificacion molecular de L. monocytogenes

5.1.2.1.3.Criterios de exclusion: Se excluyeron articulos en los que el tipo de electroforesis
no fue la PFGE, en los que el microrganismo L. monocytogenes no fue el
tipificado y estudios donde no se evaluaron las caracteristicas operativas de la
técnica de interés.

5.1.2.1.4. Afio de publicacion: Se eligi6 un rango de 20 afios, desde 1992 hasta 2012.

5.3. Obtencion de datos
A partir de los articulos revisados y seleccionados se realizaron 2 tablas con los principales

resultados de cada estudio, como el tipo de PFGE y enzimas de restriccion utilizadas, y el
protocolo de PFGE y método de andlisis de patrones utilizados.
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6.0. Resultados y discusion

6.1. Obtencion de datos

La busqueda de articulos se realizd en bases de datos mediante la ecuacion de busqueda “Listeria
monocytogenes + Pulsed Field Gel Electrophoresis” y “Listeria monocytogenes + Electroforesis en
gel de campo pulsado”.

De esta manera se encontraron un total de 8220 articulos en las diferentes bases de datos, de estos
se preseleccionaron 103 (1,3%) que cumplian con las ecuaciones de busqueda (Tabla 2). De estos
se seleccionaron 70 (0,9%) articulos, 69 (98,6%) de ellos en inglés y 1(1,4%) en portugués, los
cuales se organizaron por afio de publicacion y de estos se extrajeron las enzimas de restriccién
utilizadas y los resultados més relevantes de los estudios (Tabla 3) y también se extrajo de estos el
protocolo utilizado y la metodologia de analisis de patrones (Tabla 4).

Se incluyeron articulos de revistas indexadas en los que se utiliz6 la PFGE como método de
tipificacion molecular de L. monocytogenes y se excluyeron articulos en los que el tipo de
electroforesis no fue la PFGE, en los que el microorganismo L. monocytogenes no fue el tipificado
y estudios donde no se evaluaron las caracteristicas operativas de la técnica de interés.

EL principal factor de exclusion fueron los articulos que se repetian en las diferentes bases de datos,
debido a la indexacién multiple a la que se someten las revistas de alto impacto, también en los que
el tipo de electroforesis no fue la PFGE, en los que el microorganismo L. monocytogenes no fue el
tipificado y los estudios donde no se evaluaron las caracteristicas operativas de la técnica de interés.

Tabla 2. Nimero de articulos encontrados y seleccionados en las diferentes bases de datos empleadas.

Fuente Articulos Articulos Pre- Articulos . % d_e,
encontrados | seleccionados | Seleccionados | nclusion

Science Direct 1069 41 35 3,27
Ebsco 736 15 13 1,77
SCOPUS 328 20 10 3,05
IS Web of Knowledge 219 7 4 1,83
Springer Link 98 2 1 1,02
Google Scholar 5770 18 7 0,12

Total 8220 103 70 0,85
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Tabla 3. Tipo de PFGE y enzimas utilizadas y resultados relevantes en los articulos revisados.

Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE Enzu’_na§ ,de Resultados
utilizada restriccién
La enzima Ascl, que no habia sid utilizada previamente para PFGE
. de Listeria, era particularmente Util ya que genera fragmentos mas
Howard, PJ. 1992 (50) '(\5;0 z?i C;:E; anl’g‘;gl’ resueltos que Notl (los fragmentos grandes de Notl son dificiles de
PPET sy ' determinar su talla exacta) o Apal y Smal (algunos fragmentos
Apal y Smal son productos de digestion parcial).
Las enzimas de Ascl y Apal generaron 63 y 72 perfiles de
digestion con endonucleasas de restriccion (REDP) (nicos
CHEE-DRII pulsed- respectivamente a partir de 176 aislamientos de L. monocytogenes.
field electro Fr)mresis Un aislamiento de serovar 4c no pudo ser digerido con la enzima
Brosch, R. 1994 a7 svstem (BioPRad Apal, Ascl Apal. Se encontr6 que las enzimas Ascl y Apal fueron las méas
gercules Calif )’ Gtiles para la generacién de un nimero conveniente de fragmentos
' ' de macrorrestriccion facilmente diferenciables de Listeria. Ascl
fue generalmente menos discriminatoria que Apal, aunque los
resultados de Ascl fueron mas faciles de interpretar.
Los resultados de este estudio subrayan la utilidad de la PFGE
Proctor, ME. 1995 (95) CHEF Ascl para vincular casos esporadicos de enfermedad con los productos
retirados.
CHEF equipment Se demostro que la PFGE presenta una potencia discriminatoria
(Bio-Rad g P P
Laboratories alta y tiene excelente reproducibilidad. Logro la tipificacion de
Brosch. R. 1996 (16) Richmond, CA) y Apal, ,Smal o toda_s Ias_’cepas y permite ad|C|onaImente_ la prediccion y
Ascl confirmacion ~ de  serotipo. Se  obtuvieron  resultados

FIGE apparatus
(Hoefer Instruments,
San Francisco, CA).

correlacionados entre los dos tipos de PFGE utilizados (CHEF Y
FIGE).
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
Por medio de comparacion visual de los patrones de
CS;E_%:EF'DR” macrorrestriccion se revelaron 13 patrones distintos con Smal y 15
Destro. MT 1996 (31) Electro horesis Apal.. Smal con Apal a partir de 115 cepas aisladas. La eleccién de las enzimas
' ' s stemp(Bio-Rad pal., de restriccion y geometria del campo eléctrico utilizado para la
F)I/ercules Calif)’ PFGE pueden hacer dificil la comparacién de resultados entre
' ' diferentes estudios.
La PFGE gener6 22 y 26 perfiles Gnicos de ADN con las
) digestiones con las endonucleasas de restriccion Apal y Smal,
Louie. M 1996 (70) SEtEanC(:BHiEI-:RZ(T . Apal. Smal respectivamente. La PFGE con la enzima Smal obtuvo un indice
T I-)llercules CaIif)’ pal, de discriminacion de 0,930, mientras que con Apal fue de 0,922.
' ' Sin embargo, los patrones de Apal fueron mas faciles de
interpretar.
Switchback pulse
g(g]st(r)(z)l.lel_rlégnf(e):jel A partir de 75 aislamientos de L. monocytogenes se identificaron
Boerlin, P. 1997 (13) Scienti’fic Apal, ,Smal 25 subtipos con la PFGE. La PFGE fue el método de tipificacion
Instruments. San mas discriminatorio, seguido de REA, MEE, y serotipificacion.
Francisco, Calif.)
De los 120 cultivos de L. monocytogenes serovar 4b se generaron
CHEF (Bio-Rad 18 patrones con Smal, 22 con Apal, 22 con Ascl, y 15 con
Nakama. A 1998 (79) CHEF Mapper Smal, Apal, Sse83871 con resultados reproducibles. De estos, 82 aislados de

system)

Ascl, Sse8387I1

pacientes con listeriosis en Japon, se encontré que tenian los
mismos tipos electroforéticos de aquellos asociados a los brotes en
California (1985) y Suiza (1983-1987).
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
Dos cepas del serovar 4a y una del 4c no presentaron digestion
con la enzima Apal. De los 80 aislamientos se generaron 33
patrones diferentes con la enzima de restriccion Ascl, y de los 77
9 CHEF DR Il System tipificables con Apal se generaron 44 patrones diferentes. La
' Neves, E. 1998 (82) (BioRad, Hercules, Apal, Ascl combinacion de las dos enzimas generd 62 pulsotipos. Con la
USA) enzima Apal se logré un mayor valor SID (Simpson’s index of
discrimination) (0,91) comparado a la enzima Ascl (0,85), y la
combinacion de las dos enzimas aument6 el poder discriminatorio
a0,97.
Gene Navigator La PFGE con Smal produjo siete patrones de restriccién, y con
10 . system con un Ascl nueve patrones de restriccion, de las cepas de L
' Autio, T. 1999 4) electrodo hexagonal | Ascl, Smal - L e : :
. monocytogenes aisladas, dividiendo los aislamientos en nueve
(Pharmacia, Uppsala, ; .
pulsotipos diferentes.
Sweden).
Con la enzima de restriccién Apal se obtuvieron 17 PFGE tipos.
Se encontré que por lo general los aislamientos con los mismos
11 CHEF CHEF-DRII patrones de restriccion pertenecen al mismo serotipo con
' Giovannacci, | 1999 (38) Bio-Rad Laboratories, | Apal excepcion de algunos casos. La técnica PFGE se considera una
Richmond, USA herramienta valiosa con un alto poder discriminatorio para la
tipificacion de cepas de L. monocytogenes relacionadas
epidemioldgicamente.
CHEF-DR I Con la enzima Apal se obtuvieron 8 patrones, mientras que con
Variable Angle Ascl fueron 13. La accion de las dos enzimas generéd 13 PFGE
12 Pulsed-field tipos. Las cepas de L. monocytogenes serovar 1/2a y 4b
' Johansson, T. 1999 (56) Electrophoresis Apal, Ascl encontrados en la planta no pertenecen al mismo PFGE tipo. La

System (Bio-Rad
Laboratories,
Richmond, CA, USA)

PFGE demostrd ser una herramienta poderosa para el estudio de
los puntos y las rutas de contaminacién en una planta de
produccion para la realizacion del plan HACCP.
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
Gene Navigator La enzima de restriccion Apal gener6 6 patrones diferentes,
13 system con un Apal. Ascl mientras que Ascl y Smal generaron 8 y 7, respectivamente. La
' Miettinen, MK. 1999 (75) electrodo hexagonal Sr‘:]al’ ' enzima de restriccion Ascl cre6 el mejor patron para comparacion
(Pharmacia, Uppsala, visual, siendo méas discriminatoria que los patrones obtenidos con
Sweden). las enzimas Apal y Smal.
A partir de 89 aislamientos se obtuvieron 12 y 14 perfiles de
14 digestién con las enzimas Smal y Apal respectivamente. En
' Senczek, D. 2000 (104) ND Smal, Apal general la enzima Smal era menos discriminatoria que Apal
aunque los perfiles creados por las dos enzimas se podian
interpretar facilmente.
CHEF CHEF-DRII
15. Tkécikova, L. 2000 (114) (Bio-Rad . Apal De 19 alslamlent_os .d,e L. monocytogenes serovar 1/2a revelaron 8
Laboratories, patrones de restriccion Apal
Richmond, USA)
16 CHEF (CHEF-DRIII La macrorrestriccion con las enzimas Smal y Apal de 155
' Dauphin, G. 2001 (30) Bio-Rad Laboratories, | Smal, Apal aislamientos de L. monocytogenes generaron 17 patrones Unicos
Richmond, USA). cada una, dividiendo los aislamientos en 20 pulsotipos diferentes.
. |omes G oo de s entnes A ) e prenn ok
' (standardized 2001 (41) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl P pa ' ylog - 05 P
bandeo para ambas enzimas caen dentro del mismo rango de
protocol) Rad) ~ - . . .
tamafio (Kb), por lo que requiere solo un estandar o referencia.
Los patrones de banda de la enzima Ascl fueron mas simples y
claros que los de Apal y por eso en este estudio se basaron sélo en
los resultados obtenidos a partir de la primera enzima. Se
18. Harvey, J. 2001 (45) CHEF CHEF-DR I Apal, Ascl obtuvieron 32 PFGE tipos a partir de 45 cepas. La PFGE fue mas

System (Bio-Rad).

discriminatoria que el otro método utilizado (MEE). La PFGE
detecta cambios genéticos en las cepas durante el periodo en que
se llevé a cabo la inspeccidn de los alimentos.
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
A partir de 153 aislamientos de L. monocytogenes se revelaron 30
perfiles diferentes por comparacion visual de los patrones
19. Vela, Al 2001 (121) CHEF CH!EF—DR Il Apal, Smal generqdos por Apal y 28 r_nedlnte la enzima Smgl, ger_lera_ndo 55
System (Bio-Rad). pulsotipos. Aungue la enzima Smal fue menos discriminativa que
Apal, algunas cepas con perfil idéntico con Apal presentaron
perfiles diferentes con Smal.
CHEF Gene De 295 aislamientos de L. monocytogenes se generaron 66
Navigator system con pulsotipos diferentes con la combinacién de las enzimas Apal y
20. Autio, T. 2002 (6) un electrodo Apal, Ascl Ascl. ]_a enzima Ascl era maés dI.SCI:I,I’nInatOI’Ia que”ApaI,
hexagonal produciendo 61 patrones de macrorrestriccion en comparacién con
(Pharmacia, Uppsala, los 47 obtenidos por Apal. En algunos casos, diferentes serotipos
Sweden). presentaban el mismo patrén de restriccion con Apal o Ascl.
21 Se obtuvieron 7 pulsotipos diferentes a partir de 26 aislamientos
' Larsen, CN. 2002 (61) ND Apal de L. monocytogenes. El estudio muestra que diferentes
pulsotipos difieren significativamente en su virulencia.
CHEF Gene De la digestion con Ascl resultaron 42 patrones de
Navigator system con macrorrestriccion, y con Smal resultaron 24 patrones de los 121
22. . un electrodo Ascl y Apal o | aislamientos analizados. Cuando los patrones se combinaron, 46
Aarnisalo, K. 2003 (1) - . P o
hexagonal Smal pulsotipos finales fueron generados. El indice de discriminacion
(Pharmacia, Uppsala, de la técnica PFGE fue de 0,9661D, y fue mayor al obtenido con
Sweden). ribotipificacion (0,9061D).
Gene Navigator
23 System con un Con la técnica PFGE se obtuvo un poder discriminatorio de 0,993
' Autio, T. 2003 (5) electrodo hexagonal | Ascl, Smal SID (Simpson’s index of discrimination), mayor a la obtenida con

(Pharmacia, Uppsala,
Sweden).

AFLP 0,982 y a la combinacion de las dos técnicas (0,994).
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
CHEF Gene
Navigator system con La técnica mostr6 una alta capacidad discriminatoria (1D>0,999).
24, Keto-Timonen, RI. | 2003 (59) un electrodo Ascl S_e encontré que la tegnlca AI,:LP, presenta la mlsma_capamdad
hexagonal discriminatoria y ademas es mas rapido y menos laboriosa que la
(Pharmacia, Uppsala, PFGE.
Sweden).
La técnica PFGE recomendada para la tipificacion de L.
25. Levin, RE. (Revision monocytogenes es la “Contour-clamped homogeneous electric
bibliografica) 2003 (66) CHEF NA field” (CHEF) y el uso de por lo menos dos endonucleasas de
restriccion se recomienda para mayor discriminacion.
Gene Navigator
2 system con un
' Peccio, A. 2003 (92) electrodo hexagonal | Ascl El andlisis con PFGE mostr6 11 pulsotipos con la enzima Ascl.
(Pharmacia, Uppsala,
Sweden).
La técnica PFGE diferenci6 10 subtipos diferentes a partir de 28
27 CHEF CHEF-Mapper aislamientos de L. monocytogenes. El analisis de microarreglos y
' Borucki, MK 2004 (14) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl la tipificacién por PFGE mostraron las resoluciones mas altas, la
Rad) MLST tuvo una resolucion moderada de subtipificacion, y la
ribotipificacion tuvo la menor resolucion.
Se generaron 23 patrones con la enzima de restriccién Apal, y por
28 otro lado, 13 con la enzima Ascl. En este estudio la enzima Apal
' Gudmundsdéttir, S. | 2004 (42) ND Apal, Ascl fue la mas discriminatoria y ademas los resultados obtenidos a

partir de Ascl no arrojaron mayor informacién de la ya obtenida
con Apal
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
El uso de la enzima Apal generd 28 patrones Unicos de restriccion
) mientras que la enzima Ascl gener6 32. Se encontré que la enzima
29. Harvey, J. 2004 (46) gitEeI:nC(EFoITRZCIT)”I Apal o Ascl Ascl tiene un mayor poder discriminatorio (0,997 SID) que la
Y ' Apal (0,970 SID). Encontraron también que los subtipos PFGE
tienen baja estabilidad a largos periodos de tiempo.
CHEF CHEF Mapper Se generaron 57 perfiles de restriccion con la enzima Ascl a partir
or CHEF DR systems de 188 aislamientos de L. monocytogenes. EI indice
30. . (Bio-Rad discriminatorio de la técnica fue de 0,946 1D, mayor que el de
Lukinmaa, S. 2004 (1) Laboratories, Ascl ribotipificacion (ID=0,873) y serotipificacion (D1=0,562). Se
Richmond, CA, encontrd que entre patrones PFGE idénticos no se encontraban
USA). diferentes serotipos.
CHEF CHEF DR II 57 PFGE tipos fueron identificados entre las 175 cepas analizadas.
31. S apparatus (Bio-Rad En la mayoria de los casos, los pulsotipos idénticos pertenecian al
Revazishvili, T. 2004 ©7) Laboratories, Ascl mismo serotipo. La técnica MLST (multilocus sequence typing)
Hercules, Calif.). tuvo una mayor habilidad discriminatoria que la PFGE.
A partir de 167 aislamientos se identificaron 120 perfiles PFGE y
se encontrd6 que patrones idénticos pertenecian al mismo
32. Zhang, Y. 2004 (126) CHEF-DR II_I Apal, Ascl Serogrupo. Sin embargo, se enconFro{ t_amblen que glgunos
apparatus (Bio-Rad) aislamientos que presentaban patrones idénticos y pertenecian a un
mismo serogrupo, exhibian perfiles de resistencia antimicrobiana
diferentes.
Chef Mapper XA Con la enzima Ascl se generaron 139 pulsotipos a partir de 544
33. Gilbreth, SE. 2005 (34) (Bio-Rad Ascl aislamientos. Por medio de la PFGE se demostr6 que los

Laboratories,
Hercules, CA)

aislamientos a partir de muestras de alimentos difieren por lo
general de los aislamientos clinicos.
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Tipo de PFGE

Enzimas de

Primer Autor Afio | Referencias . L Resultados
utilizada restriccién
?:é;c(:BHiEE;R”I Con la enzima Ascl se generaron 16 patrones y con la enzima Apal
34. - Y ; 22 patrones. Y se generaron 24 pulsotipos a partir de 201
Gudmundsdottir, S. | 2005 (43) Laboratories Apal, Ascl . - S
e Richmond éA ' aislamientos de L. monocytogenes con la combinacién de las
T enzimas Apal y Ascl.
USA).
Bio-Rad . .
35 CHEEManper XA La cepa de Salmonella serotipo Braenderup (H9812) fue elegida
' Hunter, SB. 2005 (52) svstem (BFi)g—Rad Apal, Ascl como la cepa referencia de talla universal para todos los
gercules Calif )’ protocolos de PulseNet.
Entre mayo y diciembre de 2000, se encontraron 30 aislamientos
36 CHEF CHEF-Mapper clinicos de L. monocytogenes con patrones de PFGE idénticos
' Olsen, SJ. 2005 (87) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl identificados en 11 estados de EE.UU. Se logr6 identificar la
Rad) planta procesadora fuente del brote, y esta voluntariamente
recogié 16 millones de libras de carne procesada.
37. Chiu. S 2006 (26) g':é;?;g;g{? I Apal. Smal La PFGE fue utilizada para determinar la similitud genética entre
T gercules CA UéA) pal.. los aislamientos analizados mediante el método UPGMA.
Con la enzima Apal se generaron, dependiendo del origen de la
) cepa, 48, 29 y 21 pulsotipos con indices de discriminacion de
38. Chou. CH 2006 @7) IE’:EGEIIE:fHaErEtL,}ﬁ%pigr- Apal. Ascl 0.992, 0.988 y 0.957, respectivamente, y para todos los
T Rad Her:(r:)ules CA) pal, aislamientos 0.994 ID. Mientras que con la enzima Ascl se
' ' ' generaron 41, 28 y 21 pulsotipos con 1D de 0.984, 0.984 y 0.939
respectivamente, y para todos los aislamientos 0.990 ID.
39. Shen. Y 2006 (106) I(3:|F-|GEI|E: ;g:riimi%ﬁgr_ Apal, Ascl En este estudio encontraron que para algunas cepas la enzima Ascl

Rad)

era mas discriminatoria que la enzima Apal y viceversa.
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccion
120 aislamientos de L. monocytogenes se tipificaron mediante
Gene Navigator PFGE. Con base en la similitud genética, se detectaron 27 PFGE
40 system with a tipos diferentes posteriormente agrupados en dos linajes genéticos.
' Berzins, A. 2007 (8) hexagonal electrode | Ascl El linaje genético | que contenia 95% de todos los aislamientos
(Pharmacia, Uppsala, pertenecientes a los serotipos 1/2a y 1/2c, mientras que el 5%
Sweden) restante del linaje genético Il, pertenecia a los serotipos 1/2b, 3b 'y
4b.
Un total de 266 PFGE tipos Apal y 244 Ascl se diferenciaron a
partir de 495 aislamientos de L. monocytogenes. La combinacion
a1 EXE(EE)HRE; Mapper de los resultados de las dos enzimas arrojé un total de 310 PFGE
' Fugett, EB. 2007 (36) Laboratories Apal, Ascl tipos. Con un indice discriminatorio de 0,995 la PFGE realizada
Hercules CA) con las dos enzimas, demostrd6 tener mayor habilidad
' discriminatoria que la realizada con una sola enzima (0,992ID) o
la ribatipificacién (0,9501D).
A partir de los 77 aislamientos de L. monocytogenes se generaron
CHEF Gene . . .
- 48 patrones PFGE. En este estudio con aves silvestres, gracias a la
42. . Navigator P :
Hellstrom, S. 2008 47) . Ascl técnica, encontraron que en una misma ave se pueden encontrar
(Pharmacia, Uppsala, . . . o .
més de un patron PFGE que ademas coinciden con los serotipos
Sweden). . R
mas comunes causantes de listeriosis en humanos.
Los 79 aislamientos procedentes de Noruega exhibieron 24
patrones PFGE mientras que los 61 aislamientos procedentes de
43 CHEF CHEF DR 111 Suecia exhibieron 43 patrones PFGE con la enzima Ascl. Se
' Lindstedt, BA. 2008 (67) system (Bio-Rad, Ascl encontrd que la técnica “Multiple-locus variable-number tandem-

Hercules, CA, USA).

repeats analysis” (MLVA) posee el mismo poder discriminatorio
que la PFGE, pero la obtencién de resultados es mas rapido y
sencillo con la primera técnica.
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
CHEE CHEF Para 60 aislamientos de L. monocytogenes serovar 4b, la técnica
44 bacterial olug kit PFGE con la enzima Apal gener6 27 subtipos. Encontraron que la
' Miya, S. 2008 (76) (Bio-Radegrcules Apal técnica MLVA es més discriminatoria (DI = 0,980) que la PFGE
e ' (DI = 0,932), MLST (DI = 0,874), y la ribotipificacion (DI =
California).
0,760).
CHEF Gene
45, Berzins, A. 2009 ) Nawgator_ system Ascl A partir de 34 aislamientos de L. monocytogenes se generaron 7
(Pharmacia, Uppsala, patrones PFGE
Sweden)
13 PFGE tipos se distinguieron con la enzima de restriccion Ascl y
6 CHEF CHEF mapper 14 con la enzima Apal, generando 23 PFGE tipos con la
' Latorre, AA. 2009 (62) XA system (Bio-Rad | Apal, Ascl combincién de las dos enzimas. Encontraron que pueden generarse
Laboratories). discrepancias en el analisis de los patrones de manera visual y
mediante analisis computacional.
La combinacion de las dos enzimas generd 29 perfiles a partir de
47 CHEF Chef DR 111 95 aislamientos de L. monocytogenes. La técnica permitio la
' Lomonaco, S 2009 (69) system (Bio-Rad, Apal, Ascl identificacion de las rutas de dispersion de L. monocytogenes en la
Hercules, CA, USA). planta de procesamiento permitiendo la planeacion de medidas
preventivas.
CHEF Chef Mapper 26 pulsotipos fueron reconocidos a partir de 44 aislamientos
48. . XA (Bio-Rad humanos de L. monocytogenes. Los valores SID de PFGE,
Mammina, C. 2009 (73) Laboratories, Apal, Ascl ribotipificacién, y PCR-RFLP de los aislamientos clinicos de este
Hercules, CA) estudio fueron 0,972, 0,941, y 0,852, respectivamente.
La tipificacion con PFGE se utilizd para revelar las correlaciones
49 CHEF CHEF-Mapper entre las enfermedades humanas y productos alimenticios
' Marcus, R. 2009 (74) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl contaminados y para identificar rapidamente las fuentes de

Rad)

infeccidn por Listeria para permitir la implementacién de acciones
correctivas a nivel estatal y nacional.
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
Los subtipos idénticos obtenidos mediante ribotipificacion, en
50 CHEF CHEF-Mapper ocasiones presentaban multiples PFGE tipos con Apal o Ascl. Se
' Sauders, BD. 2009 (101) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl encontro que las cepas obtenidas de establecimientos de venta al
Rad) por menor coincidian con aquellas cominmente implicadas en
casos de listeriosis humana.
La tipificacion con PFGE revel6 un total de 39 patrones de
51 CHEF CHEF-Mapper macrorrestriccion Ascl y 50 Apal. La combinacion de los patrones
' Almeida, G. 2010 3) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl de Ascl y Apal logré un total de 58 pulsotipos PFGE, con
Rad) ID=0,966 para Ascl, 1D=0,979 para Apal, y 1D=0,986 para el
combinado Ascl y Apal.
CHEF Gene
52. Berzins, A. 2010 0 Nawgator_ system Ascl A partir de 66 aislamientos de L. monocytogenes se generaron 17
(Pharmacia, Uppsala, patrones PFGE
Sweden)
Mediante la PFGE se pudo determinar que en los aislamientos de
53. CHEFF-Mapper XA L. monocytogenes procedentes de diferentes etapas en la planta de
Chen, BY. 2010 (25) PFGE (Bio-Rad). Apal procesamiento existia una similitud en los patrones PFGE
obtenidos, demostrando que existia contaminacién cruzada.
54 l(\:lngiFag)ernse stem Los 424 aislamientos de L. monocytogenes generaron 34 patrones
' Hellstrom, S. 2010 (48) g y Apal, Ascl de restriccién con la enzima Ascl y 30 patrones con la enzima

(Pharmacia, Uppsala,
Sweden).

Apal, resultando 36 PFGE tipos.
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Referencias

Tipo de PFGE
utilizada

Enzimas de
restriccion

Resultados

55.

CHEF CHEF-DRIII

Un total de 39 patrones moleculares diferentes (ID = 0,97) fueron
generados por Apal, mientras que con Ascl fueron 28 (ID=0,92)
La combinacion de las enzimas Apal y Ascl gener6 44 patrones
diferentes PFGE a partir de 60 aislamientos de L. monocytogenes,

Kerouanton, A. 2010 (58) . Apal, Ascl de los cuales 23 parecen ser Gnicos del lodo y los otros 11 ya
(Bio-Rad SA) P . ;
habian sido encontrados en diferentes ambientes y muestras. Los
patrones de restriccion del 64,5% de los aislamientos de serotipo
4b estan estrechamente relacionados con los patrones de las cepas
que han estado implicadas en listeriosis humana.
CHEF CHEF mapper . . A
56. Latorre, AA. 2010 (63) XA system (Bio-Rad | Apal, Ascl Para 15_ al_s!amlentos de L. monocytogenes el an§1h5|s de patrones
. de restriccion con Ascl y Apal generaron 6 pulsotipos.
Laboratories).
57 CHEF CHEF-Mapper Se llevd a cabo la subtipificacion de 300 aislamientos con PFGE
' Nucera, D. 2010 (84) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl generandose 164 perfiles con la combinacion de los resultados de
Rad) las dos enzimas de restriccion.
58 CHEF CHEF-DR 11 A partir de 112 aislamientos de L. monocytogenes se generaron
' O’Connor, L. 2010 (85) apparatus (Bio-Rad Apal, Ascl 103 pulsotipos. No se encontrd una relacion clara entre los
Laboratories). pulsotipos y los serotipos.
CHEF (CHEF DR 11, ) . - )
59. Vazquez, 1. 2010 (120) Bio-Rad Laboratories, Apal, Ascl, Se encontrd que entre I_a}s tres enzimas utilizadas, Apal era_!a mas
. . Sma adecuada para tipificacion de L. monocytogenes y L. ivanovii.
Madrid, Spain).
Se observaron 114 patrones Unicos Ascl, 151 patrones Unicos
60 CHEF CHEF-Mapper Apal, y 193 patrones Gnicos de la combinacién Ascl-Apal a partir
' Ward, TJ. 2010 (122) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl de 312 aislamientos. La PFGE fue la técnica mas discriminatoria

Rad)

(ID=0,99) en comparacion a la MLGT (multilocus genotyping)
(ID=0,95).
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Primer Autor Afio | Referencias Tipo _d_e PFGE E”Z'ma? ,de Resultados
utilizada restriccién
En un brote de listeriosis en Dinamarca en Mayo de 2009 se
61 realizé la tipificacion de los aislamientos de 8 pacientes por
' Smith, B. 2011 (107) ND Apal, Ascl MLVA y PFGE que mostraron ser idénticos entre estos y
distinguibles de otros pacientes daneses. Se rastred la fuente de
contaminacion.
La tipificacion molecular con PFGE mostré que s6lo una o unas
pocas cepas de L. monocytogenes pueden colonizar el ambiente de
62. Williams, SK. 2011 (124) CHEF_CHEF Mapper Apal, Ascl industrias de carnes listas para consumo, su_brayando la nece3|daq
XA(Bio-Rad) de planes de limpieza y desinfeccién mas rigurosos para prevenir
la contaminacién cruzada de productos carnicos listos para
consumo.
63 %}'(I)E_FR;HEF'DRI” La digestidn con las dos enzimas generé 75 patrones diferentes a
' Boscher, E. 2012 (15) Laboratories Apal, Ascl partir de 124 aislamientos. La combinacion de las enzimas logré
. un poder discriminatorio de 0,970.
Hercules, CA)
La macrorrestriccion con las dos enzimas generd 15 pulsotipos a
64. S CHEF CHEF Mapper partir de 28 aislamientos de L. monocytogenes. La técnica permitié
Di Ciccio, P. 2012 (32) XA system (Bio-Rad) Apal, Ascl la agrupacion por similitud de los patrones de restriccion de estos
en 3 grupos.
Los 9 aislamientos de L. monocytogenes encontrados en las
65. Ferronatto, Al. 2012 (35) C!—|EF (CHEF-DRII, Apal, Ascl dl_fere,nt.es etapas de la linea de sacrlflc_lo y el amblente_ de_t,m
BioRad). frigorifico de cerdos, revelaron 2 pulsotipos con la combinacién
de las dos enzimas.
66 CHEF CHEF-Mapper Los perfiles PFGE de L. monocytogenes presentaron una
' Galvao, NN. 2012 (80) PFGE apparatus (Bio- | Apal, Ascl asociacion evidente con los serotipos identificados, pero no se

Rad

asociaron con la capacidad de adherencia de las cepas.
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67.

Mendonca, KS.

2012

(105)

CHEF CHEF DR 1l
apparatus (Bio-Rad).

Apal, Ascl

El analisis de la macrorrestriccion de las dos enzimas gener6 29
pusotipos a partir de 44 aislamientos de L. monocytogenes
logrando un indice de discriminacion de 0,98, mayor al obtenido
con cada enzima (Apal = 0,95 y Ascl = 0,94). Se identificaron 8
grupos dentro de los 44 aislamientos.

68.

Pagadala, S.

2012

(91)

CHEF CHEF-Mapper
PFGE apparatus (Bio-
Rad)

Apal, Ascl

Un total de 92 pulsotipos Apal y 88 pulsotipos Ascl se
diferenciaron entre los 106 aislamientos de L. monocytogenes. Se
encontrd que unos pocos aislamientos poseian el mismo pulsotipo
y serotipo pero se diferenciaban por su ribotipo.

69.

Prencipe, VA.

2012

(94)

ND

Apal, Ascl

Se encontré que la enzima Apal era mas discriminatoria que Ascl,
produciendo 40 patrones de macrorrestriccion, mientras que con
Ascl se produjeron 28. La combinaciéon de los patrones de
macrorrestriccion con Apal y Ascl resulté en 56 pulsotipos.

70.

Zunabovic, M.

2012

(127)

CHEF

Apal, Ascl,
Smal

El poder discriminatorio de la técnica con las tres enzimas fue alto
(0,990 ID), similar al obtenido con solo Ascl y Smal (0,989 ID) y
mayor al de Apal y Ascl. Sin embargo, el poder discriminatorio de
los métodos es variable entre las distintas fuentes de los
aislamientos.
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Tabla 4. Protocolos para PFGE de L. monocytogenes y métodos de analisis de patrones de restriccion en los articulos revisados.

Primer Autor

Afo

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

Howard, PJ.

1992

(50)

El cultivo de Listeria se paso 2 veces en caldo BHI a
37°C previo a su uso. El cultivo se centrifugd (12,400 x
g, 10 min, 4°C), y se lavé 2 veces en buffer NT y
posteriormente se resuspendié con buffer NT.
Volumenes iguales de suspension celular se mezclaron
con soluciéon de agarosa de bajo punto de fusidn
preparada en buffer TBE y esta suspensién se agrego a
los moldes acrilicos para formar los bloques de
agarosa. Cada bloque se colocd en tubos de
microcentrifuga para la macrorrestriccion con las
endonucleasas por al menos 16h con mezclado suave y
se agregd EDTA para parar la reaccion. La PFGE se
llevo a cabo en gel de agarosa para electroforesis (1%
p/v) con tiempos de pulso de 50 a 76,6s, 200V por
16h.

Visual

Brosch, R.

1994

(18)

Se realizd como en Howard PJ, 1992 con las siguientes
excepciones: La lisis se llevd a cabo con una solucién
que contenia 0.5M EDTA, 0,5% N-lauroilsarcosina, 2
mg de acido deoxicélico y 2,5mg de lisozima. Se
utilizaron 2U de Ascl y 20U de Apal para la digestién
total de los bloques de agarosa. La PFGE se llevé cabo
a 18°C con tiempos de pulso de 1 a 40s por 23h y
200V.

La presencia 0 ausencia de fragmentos de
macrorrestriccion para cada cepa se transcribieron en
valores binarios para ser manejados y diagramados
mediante el programa ELBAMAP, el cual determina
las bandas mas pequefias y las mas grandes y grafica
de acuerdo a estos valores. Adicionalmente, la
similitud entre perfiles de restricciéon se calcul6
usando el indice de Coincidencia de Dice el cual se
calcula  mediante la  siguiente  ecuacion:
Syy=2n/(Ny+ny).

Donde: S,y es la similitud entre las cepas x y y, nyy, €s
el nimero de bandas en comdn en los dos perfiles de
DNA, y n, y ny son los nimeros de bandas exhibidas
por las cepas Xx 'y y respectivamente.
SAS/ETS system (SAS Institute, Cary, N.C.)
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Utilizando el coeficiente de Simpson, calculado
mediante: C/N, donde C es el nimero de bandas
Proctor, ME. 1995 (95) Como en Brosch, 1994 compartidas y N es el nimero de bandas del patrén de
restriccion con el mayor nimero de bandas entre cada
uno de los pares emparejados.
Brosch, R. 1996 (16) Como en Brosch R, 1994, Como en Brosch R, 1994,
El cultivo en agar triptona se resuspendio en buffer TE
y se mezclaron 200 pl de la suspension en agarosa (1%
p/v) de bajo punto de fusién preparada en buffer TE.
Aproximadamente 100uL de esa mezcla se agregaron
en los moldes para formar los bloques. Los bloques de
agarosa se incubaron con una solucion de lisis que
contenia EDTA, N-laurilsarcosina, y proteinasa K por
24 a 48h a 50°C. Posteriormente se inactivd la|Las tallas moleculares E5 se estimaron con el DNA
Destro, MT. 1996 (31) proteinasa K con fluoruro de fenilmetilsulfonilo en | Tool Kit (RamSoft).

buffer TE y finalmente los bloques se lavaron con
buffer TE y se colocaron a digerir con 50U de Apal y
Smal en 100ul de su respectivo buffer y a la
temperatura  recomendada por el fabricante. La
electroforesis se llevd a cabo en gel de agarosa en
buffer TBE con tiempos de pulso iniciales y finales de
50 y 40,0s para Apal y 1,5 y 18,0s para Smal
respectivamente. El periodo de migracion fue de 21h a
200V.

La comparacion de los patrones de restriccion se
realizé de manera visual
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Louie, M.

1996

(70)

El cultivo en caldo BHI se centrifugd y el pellet se
suspendié en buffer NT. Los bloques de agarosa se
realizaron con agarosa (1,6% p/v) de bajo punto de
fusién y la suspension celular. Cada bloque se lisé en
buffer de lisis que contenia Tris-HCI, NaCl, EDTA,
Brij-58, acido deoxicélico, Sarkosil, RNAsa y lisozima
por 18h a 37°C. Los blogues fueron tratados con
proteinasa K, Sarkosil y EDTA por 16h a 50°C y luego
fueron lavados 3 veces con buffer TE durante una hora.
Finalmente se incubaron los bloques de agarosa por
20h con una de las enzimas de restriccién Apal o Smal
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La
electroforesis se llevé a cabo en gel de agarosa en
buffer TBE a 6V/cm y 12°C, con tiempos de pulso de
0,2 a 25s por 20h con Smal y de 1 a 35s por 22h con
Apal.

Visual

Boerlin, P.

1997

(13)

Como en Brosch., 1994. Para las muestras tratadas con
Apal la electroforesis se llevd a cabo por 20h con
tiempos de pulso de 1 a 15s y luego por 5h con tiempos
de 0,5 a 5s. Para las muestras tratadas con Smal la
electroforesis se llevo a cabo por 25h con tiempos de
pulso de 0,9 a 7s.

Visual
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Nakama, A.

1998

(79)

El cultivo en caldo BHI se recolecto por cetrifugacion,
se lavo dos veces con Pett 1V, se resuspendid en Pett
IV para lograr una concentracion de 10° cel /ml y se
mezcld con agarosa de bajo punto de fusion. La mezcla
se dispensé en los moldes para formar los bloques de
agarosa, los cuales luego fueron incubados a 37°C por
24h en solucion de lisis que contenia EDTA, &cido
deoxicolico, N-laurilsarcosina y lisozima. Los moldes
fueron luego desproteinizados con EDTA, N-
laurilsarcosina y proteinasa K a 50°C por 48h, y
posteriormente se inactivo la proteinasa K lavando dos
veces con fluoruro de fenilmetilsulfonilo y buffer TE.
La digestion de las muestras tratadas con 20U de Smal
o0 Apal se realizé por 4h, o con Ascl o Sse83871 por 6h.
La electroforesis se llevé a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) a 200Vcon tiempos de pulso de 0,2-45s por 15h
para Smal, 0,5-45s por 20h para Apal, y 0,5-63s por
20h para Ascl y Sse83871.

Visual

Autio, T.

1999

(4)

Se recolectaron las células a partir del cultivo en BHI y
se formaron los bloques de agarosa con agarosa de bajo
punto de fusion. Los bloques se incubaron por 3h con
la solucion de lisis y adicionalmente se le agregd
mutanolisina, y finalmente se lavaron con ESP a 50°C.
La electroforesis se llevé a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) en buffer TE a 200V con tiempos de pulso de 1 a
15s por 18h y 1 a 35s por 18h para Smal y Ascl
respectivamente.

Los patrones de macrorestriccion se analizaron con el
software GelCompar (version 4.0; Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). Las similitudes entre los patrones
de macrorestriccion fueron expresados por el
coeficiente de correlacion de Dice y se agruparon por
el método de agrupamiento de pares no ponderado
con promedios aritméticos (UPGMA method) se
utilizé para la construccién de un dendrograma.
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10.

Giovannacci, |

1999

(38)

Las colonias recolectadas del cultivo se lavaron dos
veces con buffer TN y se centrifugaron por 10min. Se
resuspendio en buffer TN y se mezcl6 con agarosa (1%
p/v) para formar los bloques. Estos se incubaron en
solucion de lisis que contenia Tris-HCI, EDTA,
laurilsarcosina y lisozima por 16h a 37°C. Después de
remover la solucion de lisis, los bloques se incubaron
en EDTA, laurilsarcosina y proteinasa K por 40h a
50°C. La inactivacién de la proteinasa K se realizo
lavando los bloques dos veces con buffer TE por 30min
a temperatura ambiente y luego incubéandolos en
aminoetil-bencenosulfonil a 37°C por 2h con agitacion
suave. Finalmente, se removi6 esta solucion y se lavo
dos veces con buffer TE por 30min a temperatura
ambiente. Los bloques fueron incubados con 60U de
Apal por 5h a 25°C de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La electroforesis se llevo a cabo en gel de
agarosa (1,2% p/v) en buffer TBE a 200V con tiempos
de pulso de 5 a 40s por 15h y 4 a 12s por 9h.

Los patrones fueron comparados por medio del
software Molecular Analyst (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, USA). Las similitudes entre los perfiles,
basadndose en las posiciones de las bandas, se
obtuvieron a partir del coeficiente de correlacién de
Dice. El agrupamiento por el método UPGMA se
utilizo para la construccion de un dendrograma.

11.

Johansson, T.

1999

(56)

Las células recolectadas a partir de caldo tripticasa de
soya se agregaron a la agarosa (1,2% p/v) de bajo
punto de fusién para formar los blogues de agarosa.
Después de la lisis celular y la posterior incubacion en
solucién de proteinasa K, los bloques de agarosa con
buffer TE. Los bloques fueron tratados con 2U de Ascl
y 20U de Apal de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La electroforesis se llevo a cabo en gel de
agarosa (1,2% p/v) en buffer TBE a 200V con tiempos
de pulso de 1-35s para Ascl y 1-15s para Apal, por
18h.

ND
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12.

Miettinen, MK.

1999

(75)

Se recolectaron las células a partir del cultivo en caldo
BHI y se formaron los bloques de agarosa con agarosa
de bajo punto de fusion. Los bloques se incubaron por
3h con la solucion de lisis y adicionalmente se le
agregd mutanolisina, y finalmente se lavaron con ESP
a 50°C. La electroforesis se llevé a cabo en gel de
agarosa (1% p/v) en buffer TBE a 200V con tiempos
de pulso de 0,5 a 29,5 por 20h para las enzimas Ascl y
Apal, y 0,5 a 18s por 20h para Smal.

Visual

13.

Senczek, D.

2000

(104)

Se recolectaron las células a partir del cultivo en caldo
BHI por centrifugacion y se resuspendieron en buffer
TE y se ajusté la DO a 1,3 a 610nm. Se le adicion6
soluciéon de lisozima a la suspencion celular y se
incubé por 10min a 37°C. Se mezclé la suspencién
celular con agarosa (1.2%) que contenia SDS y
proteinasa K para la formacion de los bloques. Se
incubaron los bloques en buffer de lisis que contenia
EDTA, sarcosina y proteinasa K a 53°C por 2h con
agitacion suave. Se lavaron los bloques dos veces con
buffer A y dos veces con buffer TE a 53°C por 15min.
Los bloques se incubaron por 4 horas con 20U Smal y
20U de Apal siguiendo las instrucciones del fabricante.
La electroforesis se llevé a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) en buffer TBE a 6VV/cm con tiempos de pulso de 1
a 40s para la enzima Apal, y 3 a 33s por 20h para
Smal por 24h.

Visual

14.

Tkacikova, L'.

2000

(114)

Los blogues de agarosa se incubaron por 12h a 25°C
con la enzima de restriccion Apal (10U/ml). La
electroforesis se llevd a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) en buffer TBE a 200V po 20h con tiempos de
pulso de 10 a 30s.

Visual
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15.

Dauphin, G.

2001

(30)

Se recolectaron las células por centrifugacion a partir
del cultivo en agar tripticasa de soya y se lavaron dos
veces en buffer TN. Se ajusté la DO a 4 en 600nm en
buffer TN y esta suspencion se mezcld con agarosa
(1% p/v) en buffer TN para formar los bloques. Se
incubaron los bloques de agarosa en solucion de lisis
que contenia Tris-HCI, EDTA, laurilsarcosina, NaCl y
lisozima por 4h a 37°C. Después de remover la
solucidn de lisis, los bloques se incubaron en EDTA,
laurilsarcosina y proteinasa K por 40h a 50°C con
agitacion suave, y posteriormente se lavaron dos veces
con buffer TE por 30min a temperatura ambiente y
luego se incubaron con fluoruro de aminoetil-
bencenosulfonil a 37°C por 2 horas, para inactivar la
proteinasa K. Finalmente, se retiro la solucion y se lavo
con buffer TE dos veces por 30min a temperatura
ambiente. Los bloques se trataron con 60U de Apal y
40U de Smal por 5h a 25°C de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. La electroforesis se llevd a
cabo en gel de agarosa (1,2% p/v) en buffer TBE a
250V con tiempos de pulso de 15 a 35s por 7hy de 2 a
20s por 13h para Apal, y para Smal de 2 a 20s por 21h

Los patrones fueron comparados por medio del
software Molecular Analyst (Bio-Rad Laboratories).
Las similitudes entre los perfiles, basandose en las
posiciones de las bandas, se obtuvieron a partir del
coeficiente de correlacion de Dice. El agrupamiento
por el método UPGMA  se utilizd6 para la
construccién de un dendrograma.
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16.

Graves, LM.

2001

(41)

Las células del cultivo en agar BHI se removieron con
un escobillon estéril y se agregaron a una solucion
buffer TE y se ajusté la densidad celular. A esta
suspension se le agregd solucion de lisozima, se
mezcl6 con pipeta y se incubd en bafio de agua a 37°C
por 10min. Se mezclaron volimenes iguales de agarosa
(1,2% p/v) fundida, dodecilsulfato sddico (SDS) vy
proteinasa K con la suspensién celular y se mezcld
suavemente con pipeta. La mezcla se adiciond en
moldes reusables para la formacion de los bloques de
agarosa y se dejaron enfriar por 5min. Los moldes se
colocaron en una solucién de lisis que contenia Tris,
EDTA, lauril sarcosina de sodio y proteinasa K, y se
incubaron a 54°C por 2h en bafio termostatado con
agitacion a 200rpm. Se removio la solucién de lisis y
los bloques se lavaron dos veces con agua destilada
precalentada (50-54°C) por 10min cada vez y cuatro
veces con buffer TE precalentado (50-54°C) por 15min
cada vez en bafio termostatado (50-54°C) con agitacién
a 200rpm. Los bloques de agarosa con DNA intacto se
incubaron con 25U de Ascl por 3h a 37°C, y con 160-
200U Apal por 5h a 30°C. La electroforesis se llevé a
cabo en gel de agarosa (1% p/v) en buffer TBE a 14°C
con tiempos de pulso de 4 a 40s por 22h con angulo de
120° y con gradiente de 6V/cm. EI gel se tifié con agua
destilada que contenia bromuro de etidio y se destifi6
con 3 lavados de 20-30min cada vez con agua
deionizada.

Los patrones fueron comparados por medio del
software Molecular Analyst (Bio-Rad Laboratories).
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17.

Harvey, J.

2001

(45)

Como en Brosch, 1996

Las imagenes de los patrones de restriccion se
analizaron con los software 1D Advanced y 1D
Database (Nonlinear Dynamics, Newcastle, United
Kingdom).

La correlacion de los patrones de bandas se realizo
con el coeficiente de Dice.
Se realizd un dendrograma utilizando el método
"neighbor-joining"” para la comparaciéon de patrones
en un mismo gel o con el método UPGMA para
comparacion entre geles.

18.

Vela, Al.

2001

(121)

Las células se recolectaron por centrifugacion a partir
del cultivo en caldo BHI y se lavaron dos veces con
buffer TEEN. Se formaron los blogues de agarosa por
la mezcla de volimenes iguales de suspencién celular y
agarosa (2% p/v) de bajo punto de fusion. Los bloques
se incubaron por 24h a 37°C con solucion de lisis que
contenia Tris-HCI, EDTA, NaCl, Brij 58, deoxicolato
de sodio, lauril sarcosina, y lisozima. Posteriormente,
los bloques fueron tratados con solucién de EDTA,
NaCl, lauril sarcosina y proteinasa K por 50h a 56°C y
se lavaron tres veces buffer TE por 1h a 4°C. Se utiliz6
la endonucleasa de restriccién Apal de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La electroforesis se llevé a
cabo en gel de agarosa (1% p/v) con tiempos de pulso
de 0,1 a 40s durante 21h a 200V y 14°C.

Visual
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19.

Autio, T.

2002

(6)

Como en Autio, 1999 con las siguientes
modificaciones: Las células se recolectaron del cultivo
en caldo BHI por centrifucacién en buffer TN y se
resuspendieron nuevamente en este. La suspencion
celullar se mezcld en volimenes iguales con agarosa
(2% p/v) de bajo punto de fusion para la formacion de
los moldes. Estos se colocaron en solucion de lisis
(Tris, NaCl, EDTA, Brij 58, deoxicolato, lauril
sarcosina de sodio, RNasa y mutanolisina) a 37°C por
3h y posteriormente se lavaron con ESP (EDTA, lauril
sarcosina de sodio y proteinasa K) por una hora a 50°C
y finalmente con buffer TE por una hora. La proteinasa
K se inactivé con Pefabloc a 37°C durante la noche. La
restriccion del DNA se llev6 a cabo con las enzimas
Apal y Ascl segun las instrucciones del fabricante. La
electroforesis se llevd a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) a 200V con tiempos de pulso de 1 a 35s por 18h
para las dos enzimas.

Los patrones de macrorestriccion se analizaron con el
software GelComparll (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium). Las similitudes entre los patrones de
macrorestriccidn fueron expresados por el coeficiente
de correlacién de Dice y se agruparon por el método
de agrupamiento de pares no ponderado con
promedios aritméticos (UPGMA method) se utilizo
para la construccion de un dendrograma.

20.

Larsen, CN.

2002

(61)

ND

ND

21.

Aarnisalo, K.

2003

)

Como en Autio, 1999.

Visual

22.

Autio, T.

2003

®)

Como en Autio, 1999 y Miettinen, 1999 utilizando las
enzimas de restriccion Smal, Apal y Ascl.

Los patrones de restriccion se analizaron mediante el
software BioNumerics 2.5 (Applied Maths, Sint-
Martens-Platen, Belgium). Las similitudes entre
patrones PFGE se expresd mediante el coeficiente de
Dice. El agrupamiento y la elaboracion del
dendrograma se realiz6 por el método UPGMA

23.

Keto-Timonen, RI.

2003

(59)

Como en Autio, 1999 y Autio, 2002, utilizando a
enzima Ascl.

Los patrones de restriccion se analizaron mediante el
software BioNumerics 2.5 (Applied Maths, Sint-
Martens-Platen, Belgium). Las similitudes entre
patrones PFGE se expresd mediante el coeficiente de
Dice. El agrupamiento y la elaboracion del
dendrograma se realiz6 por el método UPGMA

24,

Levin, RE.

2003

(66)

NA

NA

ND: No hay datos.
NA: No aplica.
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25.

Peccio, A.

2003

(92)

Como en Autio, 1999.

Visual

26.

Borucki, MK

2004

(14)

Como en Graves, 2001

La elaboracién del dendrograma se realizé por el
método UPGMA.

27.

Gudmundsdéttir, S.

2004

(42)

Las células se recolectaron por centrifugacion a partir
del cultivo en caldo BHI. Se formaron los bloques de
agarosa por la mezcla de volimenes iguales de
suspencion celular y agarosa. Los bloques se digirieron
con 20U de la enzima Apal a 37°C y 10U de la enzima
Ascl como se recomienda por el fabricante. Los
tiempos de pulso para las dos enzimas fue de 1 a 15s
por 20h

Los patrones de bandas se analizaron visualmente y
mediante el NTSYS system (NTSYS-pc numerical
taxonomy and multivariate analysis system version
1.80, Exeter Software, Setauket, New York, USA).
Las similitudes entre patrones PFGE se expresd
mediante el coeficiente de Dice. El agrupamiento y la
elaboracion del dendrograma se realiz6 por el método
UPGMA.

28.

Harvey, J.

2004

(46)

Harvey, 2001, empleando las enzimas Apal (100U) y
Ascl (25U) vy la electroforesis se llev6 a cabo a 200V
con tiempos de pulso de 4 a 40s por 22h.

Las imagenes de las electroforesis se analizaron
mediante los software 1D Advanced y 1D Database
(Nonlinear  Dynamics, Newcastle, UK). Las
similitudes entre patrones PFGE se expresd mediante
el coeficiente de Dice. El agrupamiento y la
elaboracion del dendrograma se realizé por el método
UPGMA.

29.

Lukinmaa, S.

2004

(71)

Las células se recolectaron del cultivo en caldo BHI
por centrifugacion en buffer TN y se resuspendieron
nuevamente en este. La suspension celular se mezcl6
en volimenes iguales con agarosa (2% p/v) de bajo
punto de fusion para la formacion de los moldes. Estos
se colocaron en solucion de lisis (Tris, NaCl, EDTA,
Brij 58, deoxicolato, lauril sarcosina de sodio, RNasa y
mutanolisina) a 37°C durante toda la noche y
posteriormente se incubaron con ESP (EDTA, lauril
sarcosina de sodio y proteinasa K) durante la noche a
55-57°C, y finalmente se lavaron con buffer TE por 30
min, con buffer TE y fluoruro de metilsulfonilo por
media hora para inactivar la proteasa K, y con buffer
TE tres veces por media hora cada vez. La restriccion
del DNA se llevo a cabo con la enzima Ascl (5U) y la
electroforesis se realizo en gel de agarosa (1% p/v) a

Las imagenes fueron analizadas mediante el software
BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
Los valores de similaridad se calcularon mediante el
método UPGMA y el coeficiente de Dice mediante el
software BioNumerics.
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210V con tiempos de pulso de 1 a 28s por 10hy 28 a
30s por 10h.
Los patrones PFGE fueron comparados por medio de
el coeficiente de Dice utilizando el software DST
30. Revazishvili, T. 2004 97) Como en Graves, 2001 Molecular Analyst (Bio-Rad Laboratories). La
construccién del dendrograma se elaboré usando el
método UPGMA.
31. Zhang, Y. 2004 (125) Como en Graves, 2001 ND
Las imagenes de los patrones fueron comparados
mediante el paquete de software Applied Maths
BioNumerics  (version 4.0; Applied Maths, Saint-
32. Gilbreth, SE. 2005 (34) Como en Graves, 2001 Martins-Latem, Belgium). La agrupacion de los
patrones se realizd utilizando algoritmos con
BioNumerics, especificamente con el método
UPGMA y el coeficiente de correlacion Dice.
Como en Gudmundsdéttir, 2004 con las siguientes
excepciones: Los bloques se lisaron sélo por 4h y s6lo
se lavaron una vez con una solucién de EDTA, lauril
sarcosina de sodio y proteinasa K a 50°C durante la | El analisis de los geles se realiz6 visualmente con
33.| Gudmundsdéttir, S. | 2005 (43) noche. Se utilizaron 5U de Apal y 10U de Ascl para la |ayuda del GelComparll (Applied Maths, Kortrijk,
restriccion del DNA. La electroforesis se llevo a cabo | Belgium)
en gel de agarosa (1% p/v) en buffer TBE con tiempos
de pulso de 1s a 28s por 10h y 28s a 30s por 10h para
Ascl y de 1s a 18s por 20h para Apal.
Las imagenes de los geles se analizaron con el
software Molecular Analyst Fingerprinting Plus (Bio-
34. Hunter, SB. 2005 (52) Como en Graves, 2001 Rad, Hercules, Calif.) o BioNumerics software
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
35. Olsen, SJ. 2005 (87) Como en Graves, 2001 Como en Graves, 2001
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36.

Chiu, S.

2006

(26)

Se recolectaron las células por centrifugacion y se
lavaron con buffer TN y se resuspendienron en este
mismo. La suspencion celular se mezclé con agarosa
(2% p/v) para la formacién de los bloques. La lisis
celular se llevd a cabo a 56°C con Tris-50, EDTA,
lauril sarcosina y proteinasa K durante la noche, y
finalmente se lavaron con buffer TE. La digestion del
DNA se realiz6 con las enzimas Apal y Smal y la
electroforesis se llevé a cabo en gel de agarosa (1,2%
p/v) en buffer TBE a 6V/cm con tiempos de pulso de 1
a 40s para Apal y 3 a 33s para Smal.

Se realizaron dendrogramas por medio del software
Molecular Analyst Fingerprinting v1.6 (BioRad) con
el coeficiente de Dice y el método UPGMA.

37.

Chou, CH.

2006

(27)

Como en Graves, 2001

Las imagenes de los geles se digitalizaron y
analizaron usando el software Bionumerics (version
4.0, Applied Maths, Kortrijk, Belgium). El analisis de
los patrones y las similitudes genéticas se calcularon
usando el coeficiente de Dice y el método UPGMA.

38.

Shen, Y.

2006

(106)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE fueron comparados por medio del
software BioNumerics (version 3.5; Applied-Maths,
Kortrijk, Belgium). La relacion entre aislamientos se
determiné por el método UPGMA.

39.

Berzins,A.

2007

(®)

El cultivo en caldo tripticasa de soya se centrifugo en
buffer TN. Los bloques se formaron mezclando
suspencion celular en buffer TN y agarosa (2% p/v) de
bajo punto de fusién. Los bloques se lisaron en una
solucién que contenia RNasa, lisozima, mutanolisina,
Tris, NaCl, EDTA, Brij-58, deoxicolato de sodio y
lauril sarcosina de sodio, a 37°C por 3h. Se lavaron los
bloques dos veces con solucién ESP (EDTA, lauril
sarcosina de sodio+, proteinasa K) a 50°C y se lavaron
también con buffer TE a 50°C. Se utilizé la enzima
Ascl para la restriccion del ADN a 37°C por 16h. La
electroforesis se llevd a cabo en gel de agarosa (1%
p/v) en buffer TBE a 200V con tiempos de pulso de 1 a

Los patrones de macrorrestriccion se analizaron
mediante el software BioNumerics version 4.01
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Se aplico el
coeficiente de correlacion de Dice para identificar las
similitudes entre PFGE tipos. Se construyé un
dendrograma con el método UPGMA.
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Primer Autor

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

35s por 18h

40.

Fugett, EB.

2007

(36)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE fueron comparados por medio del
software BioNumerics version 3.5 (Applied Maths,
Saint-Matins-Latem, Belgium). El agrupamieto por
similitudes se realiz6 con BioNumerics utilizando el
método UPGMA vy el coeficiente de correlacion de
Dice.

41.

Hellstrém, S.

2008

(47)

Como en Autio, 1999 y Autio, 2002, utilizando
Pronasa en lugar de proteinasa K.

Los patrones de macrorrestriccion se analizaron
mediante el software BioNumerics version 4.50
(Applied Maths, Sint-Martens-Platen,  Kortrijk,
Belgium). Se aplicé el coeficiente de correlacién de
Dice para identificar las similitudes entre PFGE tipos.
Se construy6 un dendrograma con el método UPGMA

42.

Lindstedt, BA.

2008

(67)

Como en Graves, 2001

Las imagenes se analizaron con el software
GelComparll (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium). Las similitudes entre patrones se determind
utilizando el coeficiete de Dice y el dendrograma se
realiz6 con el método UPGMA.

43.

Miya, S.

2008

(76)

Como en Graves, 2001

Se procesaron las imagenes con el software
BioNumerics; y el analisis de agrupamiento se realizo
mediante UPGMA usando el coeficiente de Dice.

44,

Neves, E.

2008

(82)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE se analizaron y compararon
usando el software GelComparll version 4.5 (Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). Los niveles de similitud se
basaron en el coeficiente de correlacion de Dice. Para
el analisis agrupamiento de los patrones se utiliz6 el
método UPGMA

45,

Berzins, A.

2009

©)

Como en Berzins, 2007

Como en Berzins, 2007
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Primer Autor

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

46.

Latorre, AA.

2009

(62)

Como en Graves, 2001

El andlisis de los patrones se realizé de manera visual
y tambié con ayuda del software BioNumerics 3.5
(Applied Maths, Saint-Matins-
Latem, Belgium).

47.

Lomonaco, S

2009

(69)

Como en Graves, 2001

Los patrones se analizaron con Bionumerics software
(v 2.0, Applied Maths, Kortrijk, Belgium). La
similitud entre patrones se determind mediante el
coeficiete de Dice. Se realiz6 un dendrograma
mediante el método "Complete Linkage algorithm"

48.

Mammina, C.

2009

(73)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE se compararon mediante el
coeficiente de Dice utilizando el sooftware Molecular
Analyst software (Bio-Rad Laboratories). Los
resultados del agrupamiento se confirmaron de
manera visual

49.

Marcus, R.

2009

(74)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE se analizaron y compararon
usando el software BioNumerics (Applied Maths,
Saint-Martins-Latem, Belgium).

50.

Sauders, BD.

2009

(101)

Como en Graves, 2001

ND

51.

Almeida, G.

2010

®)

Como en Graves, 2001

Las imagenes de los patrones se analizaron mediante
el software BioNumerics version 5.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). El analisis de agrupamiento se
realizé con el método UPGMA usando el coeficiente
de Dice

52.

Berzins, A.

2010

U]

Como en Berzins, 2007

Los resultados de la PFGE se analizaron con el
software BioNumerics version 5.1 (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). El coeficiente de Dice se utilizd
para identificar las similitudes entre los PFGE tipos.
Se elabor6 un dedograma mediante el método
UPGMA.
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Primer Autor Afo | Referencia Protocolo Método o Software de analisis
Como en Graves, 2001 con las siguientes
modificaciones: el cultivo se realiz6 en caldo tripticasa El anilisis de las imagenes se realizé con
de soya; los bloques se realizaron con agarosa (1,6% BioNumerics 6.0 (A Iieo? Maths.  Sint-Martens-
p/v) de bajo punto de fusion y la suspecion celular; Latem, Bel iurr;) LapZimiIitud enire atrones se
53. Chen, BY. 2010 (25) cada bloque se liso en buffer de lisis (Tris, EDTA, d Bl di ' | fici q P lacion d
lauril sarcosina de sodio, proteasa K) por 2h a 54°C; se e{termlro r;e (;ante el coeficiente de corre Iamqn de
lavaron los bloques 4 veces con buffer TE; la digestion B:fél\);l:s endrogramas se generaron por el metodo
de los bloques se realiz6 con 200U de Apal a 30°C '
durante la noche.
Los patrones de macrorrestriccion se analizaron con
. - BioNumerics  version  4.61  (Applied Maths,
54. Hellstrom, S. 2010 (48) Cr(:)rtr:i)nzgaf\(utlo, 2002 utilizando Pronasa en lugar de Sint-Martens-Platen,  Kortrijk,  Belgium).  Las
P ' similitudes entre los patrones de restriccion se
expresaron con el coeficiente de correlacion de Dice.
Los patrones fueron categorizados y analizados por el
analisis del dendrograma realizado mediante el
55. Kerouanton, A. 2010 (58) Como en Graves, 2001 coeficiente de Dice y el agrupamiento de los datos por
el método UPGMA con el software BioNumerics
El andlisis de los patrones se realizé de manera visual
y también con ayuda del software BioNumerics 3.5
56. Latorre, AA. 2010 (63) Como en Graves, 2001 (Applied Maths, Saint-Matins-
Latem, Belgium).
Inicialmente los patrones se analizaron visualmente y
luego con el software BioNumerics (v2.0, Applied
57, Nucera, D. 2010 | (84) | Como en Graves, 2001 Maths, Kortrijk, - Belgium). La similitud _ fue

determinada por el coeficiente de Dice. Los perfiles
de restriccién se combinaron y analizaron usando el
algoritmo UPGMA.
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Primer Autor

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

58.

O’Connor, L.

2010

(85)

Como en Graves, 2001 con la siguiente modificacién;
el gel se preparé en buffer TBE que contenia tiolrea
50umol/L.

Los patrones PFGE se analizaron con BioNumerics
Version 5.0 software (Applied Maths; NV Keistraat,
Sint-Martens-Latem, Belgium). La similitud entre
patrones se determiné por el coeficiente de Dice y los
dendrogramas fueron generados usando el método
UPGMA.

59.

Véazquez, J.

2010

(120)

Como en Graves, 2001

ND

60.

Ward, TJ.

2010

(122)

Como en Graves, 2001

Los patrones resultantes se manejaron con
Bionumerics (Applied Maths, Austin, TX).

61.

Smith, B.

2011

(107)

ND

ND

62.

Williams, SK.

2011

(124)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE fueron comparados y analizados
usando Applied Maths BioNumerics (Applied Maths,
Saint-Matens-Latem, Belgium). EI analisis de
agrupamiento por similaridad se realizé por medio del
software BioNumerics usando el método UPGMA y
el coeficiente de Dice.

63.

Boscher, E.

2012

(15)

Como en Graves, 2001

Los patrones PFGE fueron comparados y analizados
usando BioNumerics (Applied Maths, Saint-Matens-
Latem, Belgium). El andlisis de agrupamiento por
similaridad se realizd por medio del software
BioNumerics usando el método UPGMA vy el
coeficiente de Dice.

64.

Di Ciccio, P.

2012

(32)

Como en Graves, 2001

Los patrones se analizaron inicialmente de manera
visual y luego se analizaron con el software
GelCompar  (Applied Maths, Sint-Martens-
Platen, Belgium). La similitud entre patrones se
expreso por el coeficiente de correlacion de Dice y la
agrupacion de datos y elaboracion del dendrograma se
realizaron mediante el método UPGMA

65.

Ferronatto, Al.

2012

(35)

Como en Graves, 2001

Visual
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Primer Autor

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

66.

Galvao, NN.

2012

(80)

Como en Graves, 2001

Los perfiles obtenidos se analizaron con el software
BioNumerics v. 3.0 (Applied Maths, Gand, Belgium),
basandse en el coeficiente de Dice. EI método
UPGMA se us6 para el agrupamiento de los perfiles y
la elaboracion del dendrograma.

67.

Mendonca, KS.

2012

(105)

Como en Graves, 2001

Los patrones de macrorestriccién obtenidos se
analizaron con Bionumerics software (version 5.10,
Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Las
similitudes entre patrones se expresaron como un
coeficiente de Dice y la elaboracion del dendrograma
y agrupacion de los datos se realizaron con el método
UPGMA.

68.

Pagadala, S.

2012

(91)

Como en Graves, 2001

Se generaron dendrogramas usando el software
BioNumerics (Applied Maths, Austin, TX). Se
establecieron los pulsotipos basandose en el
coeficiente de correlaciéon de Dice y el método
UPGMA.

69.

Prencipe, VA.

2012

(94)

Como en Graves, 2001

Los patrones de macrorrestriccion se analizaron con
BioNumerics version 4.0 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium). Las similitudes entre los patrones de
restriccion se determinaron con el coeficiente de
correlacidn de Dice.

55




Primer Autor

Referencia

Protocolo

Método o Software de analisis

70.

Zunabovic, M.

2012

(127)

El cultivo en caldo BHI se recolecto por cetrifugacion,
se resuspendi6 en soucién PIV (buffer TN) y se volvio
a cetrifugar. El pellet se resuspendi6é nuevamete en
solucion PIV que contenia lisozima y mutanolisina y se
incubé por 15min a 37°C. La suspencién celular se
mezcl6 con agarosa (1% p/v) de bajo punto de fusion.
Los bloques resultantes se incubaron con una solucion
que cotenia Tris-HCIl, NaCl, EDTA, Brij 58,
deoxicolato de sodio y lauril sarcosina de sodio, a 37°C
durante la noche. Después de removerse la solucién de
lisis, se lavaron los bloques con buffer ES incubandose
a 50°C por 30min. Se retird la solucion ES y los
blogues se incubaron con solucién ES que contenia
proteinasa K, a 50°C por 17h. Se removi6 la solucion
proteolitica y se lavaron los bloques con buffer TE y
luego se incubaron con buffer TE a 4°C por 30min. La
digestion del ADN se realizd con las enzimas Ascl
(20U), Apal (40U)y Smal (50U) bajo las instrucciones
del fabricante. La electroforesis se llevé a cabo en gel
de agarosa (1,1% p/v) en buffer TBE a 200V

Los patrones PFGE se analizaron con el software
Bionumerics, version 6.0 (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium). EIl coeficiente de Jaccard
se utililz6 para describir las similitudes entre los
aislamietos. Para el analisis de agrupamiento de los
patrones se utilizo el método UPGMA.
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6.1.1. Técnicas empleadas en estudios de epidemiologia molecular de L. monocytogenes

L. monocytogenes ha sido tipificada por diversos métodos, entre estos, el mas cominmente usado es
la serotipificacion. Esta técnica clasifica L. monocytogenes en 13 serotipos con base en los
antigenos somaticos y flagelares y depende de sueros especificos de alta calidad preparados con
cepas estandarizadas (78). No es una técnica muy discriminatoria pero es de uso frecuente como
complemento a otros métodos de tipificacion.

La electroforesis de multilocus enziméaticos (MEE por sus siglas en inglés) es una técnica que se
utiliza para elucidar la epidemiologia de una variedad de especies bacterianas, diferenciando los
aislamientos de acuerdo con la movilidad electroforética de un gran nimero de sus enzimas
metabolicas (22). La MEE es considerada una técnica moderadamente discriminatoria con
resultados reproducibles a partir de condiciones estandarizadas (10).

La técnica de analisis con endonucleasas de restriccion (REA por sus siglas en inglés) consiste en la
digestion del DNA de los organismos con enzimas de restriccion que cortan el ADN con alta
frecuencia, generando asi mas de 100 fragmentos que son separados de acuerdo a su tamafio por
electroforesis en gel. Este método es simple, rapido, de bajo costo y discriminatorio, aunque la gran
cantidad de fragmentos en los patrones generados puede hacer dificil la interpretacion (37).

La ribotipificacién es una técnica ampliamente utilizada basada en el polimorfismo observado en el
gen del RNAr. En esta, el DNA es digerido con enzimas de restriccion de corte frecuente y
posteriormente se realiza Southern blot para detectar los digeridos, que se hibridan con sondas
especificas para los genes que codifican para el ARN ribosomal. Se sabe que tiene un poder
discriminatorio similar a MEE vy tiene la ventaja de ser reproducible, aunque no puede diferenciar
eficientemente cepas pertenecientes a los serotipos 1/2b y 4b (54).

Otra técnica de tipificacion es la amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD por sus siglas
en inglés) también conocida como PCR con cebador arbitrario (AP-PCR), en la cual cebadores
cortos son usados para la PCR bajo condiciones flexibles. Los patrones variables pero relativamente
simples obtenidos después de la electroforesis se utilizan para diferenciar las cepas. La ventaja de
esta técnica es que puede ser utilizada aun cuando no se tiene DNA puro (12).

El método de tipificacion AFLP (“amplified fragment length polymorphism”) consiste en la
digestion del DNA puro con dos enzimas de restriccion, una de corte poco frecuente y otra de
mayor frecuencia, seguido de la union de los fragmentos resultantes con un adaptador
oligonucleétido de doble hebra complementaria a la secuencia del sitio de restriccion, y finalmente
la amplificacion por PCR con cebadores especificos bajo condiciones altamente rigurosas y los
patrones resultantes serian analizados por electroforesis. Es una técnica discriminatoria vy
reproducible (2).

Una técnica mas reciente es la MLVA (“Multiple-Locus Variable number of tandem repeat
Analysis”), desarrollada en el 2003 para subtipificar Salmonella. MLVA es un método basado en
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PCR que puede ser utilizado para discriminar entre diferentes cepas de una bacteria, detectando el
namero de repeticiones en tndem (TR) en un locus especifico en el genoma de un microrganismo.
Es una técnica de alto poder discriminatorio y reproducible (77).

6.1.2. La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) en el estudio de la epidemiologia
molecular de L. monocytogenes

La caracterizacion de las cepas bacterianas mediante la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE) ha sido aplicada con éxito en la tipificacion de L. monocytogenes en las investigaciones
epidemioldgicas y de contaminacion (1, 3, 31, 52, 56). Se ha convertido rapidamente en el método
mas utilizado de subtipificacion para la investigacion de brotes de listeriosis, debido a que la PFGE
utiliza enzimas de restriccion que cortan el ADN gendmico con baja frecuencia y por tanto
producen perfiles simples (10-20 bandas); esto ayuda a simplificar el andlisis de los patrones
resultantes y mediante el uso de software logra comparar rapida y facilmente los aislamientos (41).

La PFGE ha sido comparada en muchos estudios con otros métodos de tipificacion fenotipica y
molecular de L. monocytogenes en donde en la mayoria de los casos resulta como la técnica mas
discriminatoria y reproducible. En estos, se emplea el indice de diversidad de Simpson (SDI o DI)
(51) el cual se basa en la probabilidad de que dos cepas no relacionadas sean ubicadas en diferentes
grupos de tipificacion. Este indice es utilizado para comparar métodos de tipificacion y seleccionar
el més discriminatorio.

Asi, Boerlin y colabradores en su estudio (13) encontraron que la PFGE era el método mas
discriminatorio, seguido de REA, MEE y por ultimo la serotipificacién; Giovannacci vy
colaboradores (38) hallaron que la técnica RAPD mostraba un poder discriminatorio mucho menor
al de la PFGE; Aarnisalo y colaboradores (1) encontraron que la PFGE tenia mayor poder de
discriminacion que la ribotipificacion; Autio y colaboradores (5) utilizaron PFGE, AFLP y la
combinacion de las dos técnicas y encontraron que incluso la PFGE por si sola tenia mayor indice
de discriminacion que la combinacién de las dos técnicas; Borucki y colaboradores (14)
encontraron que el poder discriminatorio de la PFGE era mayor que el de la técnica MLST y este a
la vez era mayor al de la ribotipificacion; Lukinmaa y colaboradores (71), encontraron que la
discriminacion de la PFGE era mayor a la de la ribotipificacion y la sertipificacion; Fugett y
colaboradores (36) encontraron que la PFGE presentaba un mayor ID que la ribotipificacion;
Mammina y colaboradores (73) hallaron que la PFGE es mas discriminatoria que la ribotipificacion
y esta a su vez mas discriminatoria que la PCR-RFLP; y finalmente, Ward y colaboradores (122)
encontraron que la PFGE tenia mayor poder de discriminacion que la MLGT.

En algunos casos, se ha encontrado que la PFGE posee igual poder discriminatorio que otros
métodos: Keto-Timonen y colaboradores (59) encontraron que los métodos PFGE y AFLP
presentaban excelente discriminacion y no habia mayor diferencia entre las dos; y Lindstedt y
colaboradores (67) determinaron que la MLV A presentaba mayor discriminacion que PFGE.

Finalmente, en algunos estudios se ha encontrado que la PFGE es menos discriminatoria que otros
métodos. Revazishvili y colaboradores (97) hallaron que la MLST presentaba mayor poder
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discriminatorio que PFGE; y Miya y colaboradores (76) encontraron que la técnica MLVA es mas
discriminatoria que la PFGE, MLST v la ribotipificacion.

De la misma manera se ha determinado el poder discriminatorio de la técnica al utilizar diferentes
enzimas de restriccion (Tabla 3). Para L. monocytogenes se han utilizado las endonucleasas de
restriccion Apal, Ascl, Smal, Notl y Sse83871; dentro de estas, Howard y colaboradores (50)
encontraron que Notl genera grandes fragmentos lo que dificulta la determinacion del tamafo, y
Nakama y colaboradores (79) encontraron que Sse83871 presentaba menor poder de discriminacion
que Apal, Ascl y Smal. Los resultados en cuanto a discriminacion entre las enzimas Apal, Ascl y
Smal han variado considerablemente (Tabla 3) dependiendo en la mayoria de los casos, del origen
de los aislamientos y su diversidad genética; sin embargo, se ha determinado que el uso de dos o
mas enzimas aumenta el poder discriminatorio de la técnica (66), y la combinacién de las enzimas
Apal y Ascl ha sido reportada por diversos autores como la que presenta excelente discriminacion
para L. monocytogenes (41).

En la tabla 5 se puede evidenciar que las enzimas que se han utilizado para la digestién del ADN de
L. monocytogenes tienen secuencias de reconocimiento ricas en GC. El genoma de L. monocytones
tiene un tamafio de 2.9Mpb y un contenido bajo de G-C (37.8%), es por esto que se utilizan enzimas
de restriccion con secuencias de cortes ricas en GC y que la digestién con estas enzimas generan
patrones de PFGE con pocas bandas (de 10 a 20) facilitando el analisis.

Tabla 5. Caracteristicas de las enzimas endonucleasas de restriccion utilizadas en la PFGE
para L. monocytogenes.

Enzima Secuencia de %AT %GC Longitud de secuencia
Reconocimiento
Apal 5---GGGCC C--3' 0 100 6pb

3'---C CCGGG---5'

Ascl 5--GG CGCGCC---3' 0 100 8pb
3---CCGCGC GG---5'

Smal 5---CCC GGG--3' 0 100 6pb
3---GGG CCC--5

Not| 5---GC GGCCGC---3' 0 100 8pb
3---CGCCGG CG---5'

Sse83871 5---CCTGCA GG---3' 25 75 8pb
3---GG ACGTCC---5'

Anteriormente el protocolo para la PFGE tomaba alrededor de 7 dias, por lo que muchos
investigadores preferian emplear técnicas més rapidas aunque su poder discriminatorio fuese menor,
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ademas, existian muchas discrepancias en cuanto a tiempos, temperaturas, soluciones tampdn,
reactivos, concentraciones, enzimas de restriccion y voltajes empleados en el procedimiento.

En el 2001 Graves y Swaminathan (41) estandarizaron el protocolo para la subtipificacion de L.
monocytogenes por PFGE, realizando ajustes que incluian el uso células bacterianas obtenidas
directamente de cultivo en placa, tratamiento de pre-lisis con lisozima, 2h de lisis, reduccion del
tiempo de los lavados utilizando agua precalentada y tampon TE (0,01 M Tris—-EDTA, pH 8 £ 0,2),
usando tiempos minimos de digestion con las enzimas de restriccion, y utilizando agarosa SeaKem
Gold para electroforesis, con lo que lograron la reduccién del tiempo a 30h a partir de la obtencion
del cultivo puro.

A partir de esta estandarizacion, los resultados de las investigaciones fueron més facilmente
comparables, pudiendo asi crear una base de datos internacional. PulseNet es una red nacional de
laboratorios de salud publica y agencia de reglamentacion de alimentos, coordinado por los Centros
para el Control y Prevencion de Enfermedades del CDC. Fue creado en Atlanta, USA en 1995 y la
red en América Latina y el Caribe en el 2004 con el fin de reducir las enfermedades de transmision
por alimentos (ETA), promoviendo la utilizacién de PFGE para el diagndstico y tipificacion de
patodgenos a fin de fortalecer la vigilancia como el sistema de respuesta en cada uno de los paises y
regiones en los que se esta implementando. Los patrones son sometidos via electronica a una base
de datos dinamica en el CDC, disponible para los participantes bajo demanda, la cual permite
rapidamente la comparacion de los patrones.

El protocolo estandarizado por PulseNet es el siguiente:

La bacteria se cultiva en placas de agar BHI a 37°C por 16-18h. Las células se transfieren de las
placas a tubos plasticos de 15ml que contengan 3ml de tamp6n TE usando un hisopo estéril de
algodon y se ajusta la densidad celular con turbidimetro a un rango entre 0,79 y 0,81. Se transfiere
la suspension celular estandarizada a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se afiaden 60ul de
solucion de lisozima 10mg/ml (Sigma, St. Louis, MO) mezclando con la pipeta. Se incuba la
mezcla en bafio termostatado a 37°C por 10min. Se prepara en agua destilada estéril y se mantiene
entre 53 y 56°C agarosa SeaKem Gold fundida 1,2% (p/v), dodecilsulfato de sodio (SDS) 1% (p/v),
proteinasa K 0,2mg/ml (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) y se mezcla en
volimenes iguales con la suspension celular mezclando suavemente con la pipeta repetidas veces.
La mezcla (600ul) se divide para ser agregada a moldes reusables (300ul a cada uno) (Bio-Rad,
Hercules, CA) y se dejan enfriar por 5min. Los bloques de agarosa se transfieren a tubos plasticos
de 50ml que contengan 4ml de buffer de lisis (50mM Tris pH 8,0 £ 0,2; 50mM EDTA, pH 8,0 +
0,2; 1% (p/v) lauril sarcosinato de sodio, 0,15mg/ml Proteinasa K), se incuba por 2h entre 50 y
54°C en bafio termostatado con agitador orbital a 200rpm. Luego de la protedlisis se decanta la
soluciodn de lisis y se lavan los bloques 2 veces con 15ml de agua destilada precalentada (50-54°C)
por 10min cada uno y 4 veces con tampon TE por 15min cada uno en bafio termostatado (50-54°C)
con agitador orbital a 200rpm. Se cortan los bloques (2-2.5mm) utilizando el accesorio para corte de
gel (S&S Service Company, Stockbridge, GA). Los bloques se pueden almacenar hasta el momento
de la digestion en 1,5ml de buffer TE a 4°C. EIl ADN de alto peso molecular intacto en los bloques
de 2-2,5mm se colocan en digestion con Ascl (New England BioLabs, Beverly, MA) o Apal (Roche
Molecular Biochemicals) en soluciones de tampdn de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
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restriccion con Ascl se realiza a una concentracion de 25U por bloque por 3h a 37°C o con Apal a
una concentracion de 160-200U por bloque por 5h a 30°C. Los fragmentos de restriccién del ADN
en los blogues se separan por electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) SeaKem Gold en solucion
tampdn 0,5X de Tris—borato—EDTA (preparado diluyendo una solucion 10X de TBE) a 14°C en un
aparato PFGE CHEF-Mapper (BioRad). La electroforesis se lleva a cabo con tiempos de pulso de 4
a 40s, por 22h, con &ngulo de 120°, con gradiente de 6V/cm, a 14°C. Luego de la electroforesis los
geles se tifien por 15-20min en 250ml de agua deionizada que contenga 25ul de bromuro de etidio
(10mg/ml) y se destifien con tres lavados de 20-30min cada uno usando 500ml de agua deionizada.
El andlisis de los patrones se realiza con el software Molecular Analyst Fingerprinting Plus
(BioRad) (41).

Diversos estudios han analizado los patrones resultantes de la electroforesis de manera visual (10,
26, 29, 43, 58, 63, 67, 79, 88, 96, 101, (1); (Tabla 4) basandose en el criterio de tipificacion
de cepas bacterianas de Tenover (113) en cual si dos patrones no difieren en sus bandas, se
consideran indistinguibles y por lo tanto las cepas pertenecen al brote; si dos patrones difieren de 2
a 3 bandas, se consideran estrechamente relacionados y las cepas posiblemente hacen parte del
brote; si dos patrones difieren de 4 a 6 bandas, se consideran posiblemente relacionados y las cepas
posiblemente hacen parte del brote; y si dos patrones difieren en 7 0 mas bandas, se consideran
diferentes y por lo tanto no hacen parte del brote.

Sin embargo, el analisis visual se presta para la obtencién de resultados subjetivos y la falta de
concordancia entre estudios. Es por esto que se emplean software para el analisis computacional de
los patrones, logrando asi resultados mas reproducibles, confiables y comparables. Estos por lo
general, se basan en el indice de coincidencia de Dice (33) el cual se calcula mediante la siguiente
ecuacion:
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Sin embargo, en los estudios analizados de PFGE para L. monocytogenes (Tabla 4) el 67% utiliza
el indice de coincidencia de Dice (33), Yy el indice de Jaccard (53) y el coeficiente de Simpson lo
utilizan en tan solo el 1,4%, por lo que se sugiere el primer método como el més adecuado para
hallar la similitud entre los patrones de las cepas estudiadas.

El andlisis computacional también permite la agrupacion de los datos, basdndose en el método
agrupamiento de pares no ponderado con promedios aritméticos (UPGMA) (55) el cual es un
algoritmo de agrupacion jerarquica que consiste en la busqueda de la distancia mas pequefia en la
matriz de distancias genéticas y el agrupamiento de las unidades que la conforman como una sola
unidad taxonémica independiente. Asi, se calculan los promedios de la nueva unidad contra las
restantes creando una nueva matriz y se repite el proceso hasta que todas las unidades queden
unidas a un Unico elemento (ancestro hipotético) (55). De esta manera se logra la elaboracién un
diagrama en forma de arbol basado en la similitud de los aislamientos, llamado dendrograma
(Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma obtenido por PFGE con las enzimas Apal y Ascl y la agrupacion por linajes (I, 11 y 111) segdn su serotipo. La
linea punteada corresponde al coeficiente de correlacion cofenética utilizada en el estudio (Tomado de (82)).
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A partir de la agrupacion de los patrones mediante dendrogramas, basados en PGFE u otras técnicas
moleculares, ha sido posible la clasificacion de los aislamientos de L. monocytogenes en 3 grupos o
linajes genéticos, como se puede observar en el dendrograma de la figura 2. La nomenclatura de los
linajes varia entre investigadores (Tabla 4), sin embargo por lo general se tiene que el linaje |
corresponde a los serotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e y 7; el linaje II los serotipos 12a, 3a, 122c y 3c; y el
linaje 111 incluye serotipos 4a y 4c asi como algunos cepas de serotipo 4b (10, 23, 32, 33, 35, 41,
58)(6, 30, 41, 61, 64, 71, 72, 78, 86, 102, 103). Sin embargo, Orsi y colaboradores (90)
reportaron la existencia de un linaje IV el cual fue identificado por primera vez mediante la técnica
MLGT (Multilocus genotyping) y se compone de los serotipos 4a, 4b y 4c que difieren
considerablemente del linaje 1lIl. Ninguno de los articulos revisados de la PFGE (Tabla 6)
menciona el linaje IV por lo que es posible que mediante esta técnica, no sea posible la
discriminacion entre los linajes I1ly IV.
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Tabla 6. Nomenclatura de los linajes genéticos de L. monocytogenes en los articulos revisados

Primer Autor — Aflo Ref )y, 3bL,T§jZ$, deyT) (1/za,L 3|2a {Z:;Iy 30 (4a ylii: :féeulnlcl)s 4b)
Brosch, R. 1994 (18) B:x:::gz ::g‘ i()zeldgtz)le Division | No reportado
Neves, E. 1998 (82) Linaje I: 1/2b, 3b, 4b, 4d Linaje Il Linaje 111
Keto-Timonen, R.O. 2003 (59) ggub?czgezgn;ico Il (13/r2uap’)ol/czagng’21ico I: ‘C‘r;;upo Gendmico II:
Gudmundsdéttir, S. 2004 (42) Grupo I: 1/2b, 4b Grupo 1I: 1/2a, 1/2c No reportado
Harvey, J. 2004 (46) Grupo I: 1/2b, 4b Grupo 1I: 1/2a, 1/2¢c No reportado
Evans, S. 2005 (34) Linaje I: 1/2b, 3b, 4b Linaje II: 1/2a, 1/2c,3a  No reportado
Chiu, S 2006 (26) Division 11: 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e  Division | No reportado
Chou, C.H. 2006 (27) Grupo 1I: 1/2b, 3b, 4b, 4c, 4d Grupo I: 1/2a, 3a No reportado
Shen, Y. 2006  (106)  Linaje I: 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e Linaje 1I: 1/2a, 3a No reportado
Berzins, A. 2007 (8) Linaje 11: 1/2b, 3b, 4b Linaje I: 1/2a, 1/2¢ No reportado
Fugett, E.B. 2007 (36) Linaje I: 1/2b, 3b, 4b Linaje II: 1/2a, 1/2c, 3a  Linaje 11l
Hellstrom, S. 2008 (47) Linaje 11: 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e Linaje | No reportado
Miya, S. 2008 (76) Linaje I: 1/2b, 4b Linaje II: 1/2a, 1/2¢ Linaje 111
Mammina, C. 2009 (59, 60) Linajel: 1/2b, 4b Linaje 1I: 1/2a No reportado
Sauders, B.D. 2009  (101) Linajel: 1/2b, 3b, 7 Linaje Il Linaje I11: 4a, 4c
Nucera, D. 2010 (84) Linaje I: 1/2b, 4b Linaje 11: 1/2a, 1/2¢c Linaje I11: 4a, 4c
O'Connor, L 2010 (85) Linaje I: 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e Linaje Il Linaje I11

Ward, T.J. 2010  (122) Linaje I: 1/2b, 4b Linaje II: 1/2a, 1/2¢c Linaje 111
Williams, S.K. 2011  (124) Linaje I: no especificado Ig;;:i?ﬁl(l;;gg tsiS:i?f:(l:zdréo
Pagadala, S. 2012 (91)  Linaje I: 1/2b, 4b, 7 Linaje I1: 1/2a Linaje I11: o

especificado
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Aparentemente no existe un patrén caracteristico estandar en cada linaje puesto que el nimero y la
talla de las bandas difieren considerablemente dentro de un mismo linaje. La enzima Ascl genera un
menor nimero de bandas (entre 5 y 13 aproximadamente) que la enzima Apal (entre 12 y 20) (datos
no mostrados).

Para lograr la agrupacion de los linajes es necesaria la serotipificacion y la realizacion del
dendrograma. Sin embargo, el origen de los aislamientos puede dar una idea anticipada de a qué
linaje corresponde, ya que por lo general se concibe que los linajes I y 1l son los que albergan los
serotipos mas comunmente asociados con casos clinicos humanos, incluidos los serotipos 1/2a
(linaje I1) y los serotipos 1/2b y 4b (linaje 1), las cepas del linaje Il son comunes en alimentos,
ambientes naturales y agricolas, y también son cominmente aislados de casos de listeriosis animal y
casos clinicos esporadicos humanos (90). Las cepas de los linajes Il y IV por otra parte son raros y
aislados predominantemente de fuentes animales, principalmente de rumiantes y otros mamiferos
no primates, pero ocasionalmente también se ha aislado de casos clinicos humanos (118).

De esta manera, si una cepa de serotipo 4a, 4c o 4b quedase sin clasificacion establecida dentro del
dendrograma realizado por PFGE podria ser, dependiendo de su origen, potencialmente clasificada
dentro del linaje IV aln no establecido por la técnica.

Queda claro por qué la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) mediante la variante CHEF
con las enzimas Apal y Ascl, es la técnica molecular Gold Standard para la tipificacion vy
diferenciacion de los aislamientos de L. monocytogenes, siendo el protocolo estandarizado por
Graves y Swaminathan (41) para Pulsenet el mas adecuado, presentando alto poder discriminatorio
entre los aislamientos, con resultados reproducibles, comparables y de rapida ejecucion, que
permiten la agrupacién por linajes y serotipos.
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7.0. Conclusiones

= La Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) es la técnica molecular Gold Standard
para la tipificacion y diferenciacion de los aislamientos de L. monocytogenes, al tratarse de
una técnica con alto poder discriminatorio entre los aislamientos, con resultados
reproducibles, de rapida ejecucion y comparacion.

= La PFGE permite el agrupamiento de los asilamientos en tres linajes de serotipos, aunque
posiblemente no sea pueda discriminar entre en linaje Il y el IV reportado por otros
autores.

= La variante CHEF (Contour-clamped Homogeneous Electric Field) es la unica utilizada
para la tipificacion de L. monocytogenes.

= La combinacion de las enzimas de restriccion Ascl y Apal son las mas frecuentemente
utilizadas ya que generan mayor poder de discriminacion en la técnica.

= El protocolo de PFGE maés adecuado para la tipificacion molecular de L. monocytogenes es
el estandarizado por Graves y Swaminathan (2001) para Pulsenet. Sin embargo, se deben
estandarizar las condiciones de este en el laboratorio.
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