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RESUMEN

En el afio 2019, en Andalucia, se produjo uno de los brotes epidémicos causados por
Listeria monocytogenes mas importantes de los ultimos afios, el cual provocd el
contagio de mas de 200 personas y la muerte de 3 de ellas, ademds de 2 abortos y 3
muertes fetales. El brote se asocié a diversos productos carnicos de una empresa
indicando una contaminacién y la formacién de biofilms bacterianos persistentes en
las instalaciones. Esto, unido a la capacidad de la bacteria de seguir multiplicdndose a
temperaturas de refrigeracién, motivé los altos niveles de contaminacién bacteriana
de los productos.

La infeccion por este patdgeno ocasiona la enfermedad denominada listeriosis,
causada principalmente por el consumo de productos alimenticios contaminados. La
listeriosis puede presentar una forma no invasiva (manifestdndose basicamente como
una gastroenteritis), pero su forma mas letal es la invasiva. Esta ultima forma afecta a
los grupos de poblacién mas vulnerables como mujeres embarazadas, nifios en periodo
neonatal, ancianos e inmunodeprimidos. La listeriosis se asocia a una elevada morbo-
mortalidad, pudiendo causar meningitis, sepsis, infecciéon fetal con consecuencias
irreversibles y aborto. Pese a la baja incidencia de la listeriosis comparada con otras
enfermedades transmitidas por alimentos su mortalidad es alta, con un promedio de
20-30 %.

En este sentido, y puesto que la principal causa de listeriosis es el consumo de
alimentos contaminados, se ha desarrollado una metodologia especifica, denominada
Listeria Defense, para prevenir la contaminacién de alimentos por L. monocytogenes
en plantas de procesado. Esta metodologia implementa una intervencién integral para
la deteccidn, eliminacion y prevencion de la contaminacion por Listeria, orientada a
minimizar la posibilidad de contaminacién de alimentos por este patégeno.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, brote epidémico, Andalucia, 2019, listeriosis,
meningitis, aborto, alimentos, deteccidn.



INTRODUCCION

El género Listeria

Listeria monocytogenes pertenece a la familia Listeriaceae. El género Listeria
comprende las siguientes especies reconocidas: L. aquatica, L. booriae, L. cornellensis,
L. costaricensis, L. fleischmannii, L. floridensis, L. goaensis, L. grandensis, L. grayi
(Rocourt et al., 1992), L. innocua, L. ivanovii subspp. ivanovii y londoniensis (Boerlin et
al.,, 1992), L. kieliensis, L. marthii, L. monocytogenes, L. newyorkensis, L. riparia, L.
rocourtiae, L. seeligeri, L. thailandensis, L. weihenstephanensis y L. welshimeri. (NCBI,

2020).

Unicamente dos especies de este género son patdgenas: L. monocytogenes en
humanos y animales, y L. ivanovii en animales.

Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos gram-positivos cortos,
regulares, no esporulados ni ramificados, que suelen observarse en disposicion
individual o formando cadenas cortas, y que tienen un tamafio de 0,5 — 2 x 0,5 micras.
(Madigan et al., 2015).

Presentan de 1 a 5 flagelos peritricos que les confieren movilidad a 282C. En Listeria
monocytogenes la movilidad se pierde a 372 C, caracteristica que se utiliza para su
identificacion. Las colonias son pequefias (de 1 a 2 mm tras uno o dos dias de
incubacion) y lisas. Al observarse a la lupa con epiiluminacidn, con un angulo de la luz
de 452-609, se observan reflejos de color azul-verdoso sobre una superficie finamente
granular. Su temperatura dptima de crecimiento estd entre 302C y 372C, pero podria
sobrevivir a diversas condiciones de temperaturas, incluso crecer a 42C en pocos dias.
(Alds, 2009; Shamloo et al., 2018).

Listeria spp. son anaerobias facultativas, catalasa positivas y oxidasa negativas. Las
reacciones de Voges-Proskauer y rojo de metilo son positivas. Hidrolizan la esculina en
pocas horas, pero no la urea ni la gelatina; no producen indol ni SH. Producen acido de
la D-glucosa y de otros azucares. El contenido de guanina-citosina de su ADN es bajo,
entre el 36% y el 38% (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas de Listeria.

Prueba CAT OX VP RM ESC UR GEL IND

SH

Resultado | Positiva | Negativa | Positiva | Positiva | Positiva | Negativa | Negativa | Negativa

Negativa

Entre las diferentes especies incluidas en el género, Listeria monocytogenes (Figura 1)
es la Unica implicada en patologia humana y el objeto principal de esta revision. (Alés,




2009). En particular el nombre Listeria monocytogenes obedece a la monocitosis que
acompafia a la infeccion por este patégeno (Jones et al., 2017).

Fig. 1. Microscopia electrénica de barrido de Listeria monocytogenes, bacilos de entre 0,5 y 2 micras de
longitud con flagelos peritricos.

Su habitat es el suelo y la materia vegetal en descomposicion, lo que hace que la forma
mas frecuente por la que llega al ser humano sea a partir de alimentos contaminados,
principalmente carne cruda, leche sin pasteurizar y derivados y preparados mal
conservados.

Su capacidad de supervivencia y multiplicacién a temperaturas de refrigeracion (hasta
49C) (Alds, 2009) le permite mantener la viabilidad, en el interior o en las superficies de
los alimentos listos para el consumo con una vida util relativamente larga, como los
productos de la pesca ahumados, los productos cdrnicos tratados por calor y los
guesos de pasta blanda. (Buchanan et al., 2017)

En este sentido, el afio pasado se produjo uno de los peores brotes epidémicos de esta
bacteria en los ultimos afios, que afecté fundamentalmente a Andalucia, provocando
el contagio de mas de 200 personas y la muerte de 3 de ellas, ademas de 2 abortos y 3
muertes fetales. Ello justifica la actualidad y la oportunidad de este trabajo de Fin de
Grado, que tiene como objetivo general hacer una revisidon de la microbiologia y la
patogenicidad de esta bacteria, y en particular revisar la informacién epidemiolégica
sobre el brote de 2019.



OBIJETIVOS
1. Describir las caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas de Listeria monocytgenes.

2. Conocer las enfermedades causadas por este microorganismo.
3. Revisar la fisiopatologia de la listeriosis invasiva.
4. Conocer la epidemiologia del brote de listeriosis de 2019.

5. Conocer el control microbiolégico de los alimentos para la deteccién de este
patégeno y comprender las causas del brote, asi como reflexionar sobre cémo se
pueden evitar en el futuro.

METODOLOGIA

Para la redaccién de este trabajo se ha buscado informacidon en bases de datos
publicas como Scopus, Pubmed, Medline, Mendeley y Google Scholar, ademds de
Google. Se han utilizado como palabras clave tanto en espaiol como en inglés: Listeria
monocytogenes, brote epidémico, Andalucia, 2019, listeriosis, meningitis, aborto,
alimentos, deteccion.

Ademas se han consultado datos epidemiolégicos en la pagina web del Instituto de
Salud Carlos Il (https://www.isciii.es/Paginas/Inicio.aspx), en el Ministerio de Sanidad

(https://www.mscbs.gob.es/) y en la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia

(https://www.juntadeandalucia.es/organismos/saludyfamilias.html).

Se ha filtrado la informacién dando prioridad siempre a los articulos en inglés (aunque
se ha utilizado alguna revisidon en espaiol) de los ultimos 10 afios preferentemente y
publicados en revistas de prestigio en las dreas de Medicina, Epidemiologia,
Inmunologia y Ciencia de los Alimentos.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE LISTERIA
MONOCYTGENES

Listeria monocytogenes crece a temperaturas de 1 a 45 °C, con temperatura dptima de
30 a 37 °C (Mufioz et al., 2011; Alds, 2009; Shamloo et al., 2018); tiene la habilidad de
soportar temperaturas de refrigeracidon y es capaz de desarrollarse a pH de 4,4 a 9,6.
Asimismo, crece en concentraciones altas de cloruro de sodio (15 %). Es un
microorganismo ambiental que tiene la facultad de adherirse a las superficies,
formando biopeliculas para protegerse de la accién de los tratamientos
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antimicrobianos. En el ambiente de fabrica de produccion de alimentos, tiene la
oportunidad de contaminar en sus diferentes etapas, siendo esta via la mas frecuente
para llegar al ser humano. (Buchanan et al., 2017; Gilmour et al., 2010).

Las pruebas convencionales para su identificacidon son: tincion de Gram, reaccién de
catalasa positiva, oxidasa negativa, hidrolisis de esculina positiva que puede
demostrarse en el agar bilis esculina (Figura 5), dado que es capaz de crecer en bilis al
40%, fermentacion de glucosa y maltosa, motilidad positiva a 25 °C que en medio
semisélido se observa en forma de paraguas cercano a la superficie (Figura 6). En la
tincion de Gram se observa como bacilo Gram positivo corto, regular, no esporulado
(Figura 3), que crece con facilidad en medios enriquecidos con sangre de cordero, tras
18 a 24 horas de incubacién en aerobiosis. Las colonias son pequefias, blanco grisaceas
y presentan hemolisis que excede escasamente el borde de la colonia (Figura 4); puede
ser confundida con Streptococcus agalactiae.

Fig. 3. Tincion de Gram. L. monocytogenes
son bacilos grampositivos. Fig. 4. Colonias en agar

sangre. Producen un halo
débil de hemolisis beta.

Fig. 5. Hidrdlisis de esculina. Dan positiva

la prueba de la esculina por hidrélisis de Fig. 6. Prueba de movilidad a 25°C. Esta
esculina para producir esculetina y bacteria tiene una tipica movilidad en
glucosa. paraguas.



La prueba de CAMP es positiva (Figura 7). Las galerias bioquimicas (APl Coryne de
Biome-rieux y Rapid ID CB-plus de Remel) son capaces de identificar el género pero
presentan dificultad para diferenciarla de L. innocua. Listeria monocytogenes tiene un
patrén de susceptibilidad estable, generalmente es sensible a penicilina, ampicilina,
amino-glucdsidos, eritromicina, rifampicina, tetraciclina, cotrimoxazol, vancomicina e
imipenemcilastatina. Las cefalosporinas son inefectivas in vivo, y hay resistencia
mediada por plasmidos a macrdlidos y tetraciclinas. Para testeo de sensibilidad, el CSLI
recomienda efectuar microdilucién en caldo. Estan estandarizados los puntos de corte
para penicilina, ampicilina y cotrimoxazol (Benadof, 2008).

Fig. 7. Prueba de CAMP
positiva. Se genera una
lisis de los eritrocitos del

agar sangre.

Los métodos rapidos tales como citometria de flujo, técnicas de ensayo
inmunosorbente ligados a enzimas, hibridacién de ADN, y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) han evolucionado recientemente para detectar Listeria spp. y, en
algunos casos, mas concretamente L. monocytogenes. Sin embargo, en muchos
laboratorios, el aislamiento seguido de la identificacion del microorganismo sigue
siendo el método utilizado para detectar Listeria spp. En la actualidad, los aislamientos
de Listeria se reconocen principalmente en funcién de la morfologia y caracteristicas
bioquimicas. Entre estas caracteristicas, la hemdlisis es el Unico marcador que
distingue a L. monocytogenes (hemoliticos y patégenos) de L. innocua (no hemolitico y
no patogeno), las dos especies mas frecuentemente aisladas de alimentos. (Leclercq et
al., 2011)(Kérouanton et al., 2010). El principal inconveniente de los métodos
convencionales es que son laboriosos y lentos, ya que requieren mas de una semana
para la deteccién y confirmacion de patégenos (Dwivedi and Jaykus, 2011; Law et al.,
2014; Letchumanan et al.,, 2015). Por ello y gracias a los recientes avances en
tecnologia molecular, los métodos moleculares como PCR se han utilizado como una



alternativa a los métodos de cultivo y seroldgicos para la prueba de alimentos
(Gasanov et al., 2005). Dichos métodos pueden proporcionar resultados mds precisos y
confiables; sin embargo requieren instrumentos especializados y personal altamente
capacitado (Gasanov et al., 2005; Jadhav et al., 2012; Law et al., 2014).

2. ENFERMEDADES CAUSADAS POR LISTERIA MONOCYTOGENES

La infeccién por Listeria monocytogenes ocasiona la enfermedad denominada
listeriosis, causada principalmente por el consumo de productos alimenticios
contaminados (Liu et al.,, 2005). Las formas mds frecuentes de infeccion son:
gastroenteritis, neurolisteriosis, bacteriemia y la infeccion materno-neonatal. Los
factores de riesgo que se han identificado para el desarrollo de bacteriemia y
neurolisteriosis son: edad avanzada, inmunodeficiencias (innatas y celulares),
neoplasias (sobre todo hematoldgicas), infeccion por VIH, cirrosis hepatica, diabetes
mellitus, alcoholismo y tratamientos inmunosupresores.(Martin-Fortea et al., 2020)

Sus manifestaciones clinicas se pueden agrupar en dos categorias: listeriosis invasiva y
listeriosis no invasiva. (Loo et al., 2020).

La listeriosis invasiva (Van Stelten and Nightingale, 2008a) se produce cuando la
infeccion ocasionada por las células bacterianas atraviesa la barrera intestinal y alcanza
sistemas y érganos que son blanco de infeccién, como son el sistema nervioso central y
el Utero en la mujer embarazada (Mammina et al.,, 2009; Volpe Sperry et al., 2008)
ocasionando meningitis (Evans et al., 2004; Nightingale et al., 2005; Shen et al., 2006;
Van Stelten and Nightingale, 2008a; Volpe Sperry et al., 2008), bacteriemias (Evans et
al., 2004; Shen et al., 2006) septicemias (Evans et al., 2004; Mammina et al., 2009;
Nightingale et al., 2005; Shen et al., 2006; Van Stelten and Nightingale, 2008a; Volpe
Sperry et al., 2008) meningoencefalitis (Evans et al., 2004; Shen et al., 2006; Van
Stelten and Nightingale, 2008) absceso cerebral o espinal, listeriosis pontobulbar y
romboencefalitis (Mammina et al., 2009; Pan et al., 2009a). En la mujer embarazada se
disemina por via sanguinea y atraviesa la barrera placentaria (Volpe Sperry et al.,
2008), lo que conlleva a una infeccién en el feto o en el recién nacido que da origen a
abortos espontdneos (Evans et al., 2004; Nightingale et al., 2005; Shen et al., 2006;
Volpe Sperry et al., 2008), muerte fetal, septicemia neonatal grave, muerte neonatal,
meningitis infantil y granulomatosis (Mammina et al., 2009; Sdnchez et al., 2001).

La listeriosis no invasiva se manifiesta por sintomas de gastroenteritis, como diarrea,
fiebre, cefalea y mialgias, y su periodo de incubacién es corto (Mammina et al., 2009).

La listeriosis invasiva afecta a los grupos de poblacién mas vulnerables como: mujeres
embarazadas, nifios en periodo neonatal, ancianos y personas con depresién del
sistema inmunolégico por enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (sida), por medicamentos como la cortisona o por hdabitos como el
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alcoholismo (Gilbreth et al., 2005; Kim et al., 2008; Mammina et al., 2009). A pesar de
qgue la listeriosis es de rara presentacidn, comparada con otras enfermedades
transmitidas por alimentos (Pan et al., 2009b; Van Stelten and Nightingale, 2008), su
mortalidad es alta, con un promedio de 20 a 30 % (Evans et al., 2004; Kagkli et al.,
2009; Kim et al., 2008; Mammina et al.,, 2009; Pan et al., 2009b; Van Stelten and
Nightingale, 2008).

3. FISIOPATOLOGIA DE LA LISTERIOSIS INVASIVA

El parasitismo intracelular de L. monocytogenes se ha convertido en un modelo
importante para la investigacion de los mecanismos moleculares del parasitismo
intracelular de otras bacterias. Conceptos como la inhabilidad de los anticuerpos para
proteger contra infecciones ocasionadas por patdgenos intracelulares, la importancia
de macrofagos activados en la eliminacién de parasitos intracelulares, y el papel que
juegan los linfocitos T en la inmunidad celular inmediata fueron establecidos bajo los
estudios con el modelo murino de listeriosis (Barreto et al., 2017; Torres et al., 2005a).

La heterogeneidad en la virulencia de L. monocytogenes ha sido observada en estudios
in vivo (ratén) y en estudios in vitro (cultivos celulares); pero la correlacién entre el
nivel de virulencia y el origen o tipo de cepa no ha sido establecida. Sin embargo, se
han encontrado diferencias significativas entre la virulencia de cepas de origen clinicoy
de alimento, siendo las primeras las que presentan dosis letales mas bajas (N@rrung
and Andersen, 2000). Basados en los antigenos somatico (O) y flagelar (H), existen
hasta el momento 13 serotipos de L. monocytogenes. Todos ellos podrian causar
listeriosis, pero tres (%a, %b y 4b) son mas frecuentes en los casos de listeriosis
humana y animal (Abdollahzadeh et al., 2017; Jamshidi and Zeinali, 2019). El serotipo
4b estad estrechamente relacionado con los brotes de listeriosis (Jalali et al., 2015).
Otros serotipos, como el %c, han sido encontrados como contaminantes de alimentos.
Algunas de estas serovariedades son compartidas por L. innocua y por L. seeligeri. L.
innocua esta representada sdlo por tres serovariedades y es considerada una variante
no patégena de L. monocytogenes (Tabla 2) (Torres et al., 2005b).

Tabla 2. Serologia de las diferentes especies de Listeria (Torres et al., 2005b).

Especie Serovariedad

L. monocytogenes | 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7"

L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, 6a, 6b, In®
L.weishimeri 6a, 6b
L. seeligeri 1/2b, 4c, 4d, 6b, In
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La listeriosis se define clinicamente cuando el microorganismo es aislado de sangre,
liquido cefalorraquideo (LCR) o de otros sitios del organismo humano o animal, que
normalmente son estériles (placenta) (Inoue et al., 2017; Le Monnier et al., 2011). La
susceptibilidad del hospedador juega un papel importante en la presentacion de la
enfermedad tras la exposicion a L. monocytogenes; asi la mayoria de pacientes
experimentan un defecto fisioldgico o patoldgico que afecta a la inmunidad mediada
por células T, lo que justifica la clasificacién de L. monocytogenes como un patégeno
oportunista. La fisiopatologia de la infeccidn por L. monocytogenes en humanos y
animales no esta totalmente esclarecida. La investigacion de la fisiopatologia de
listeriosis requiere de un modelo animal en el cual el agente infeccioso pueda
manifestar el mismo tropismo celular y tisular que en humanos; modelo en el que se
observen los mismos efectos directos e indirectos que causan los dafios
inmunopatolégicos (Lecuit and Cossart, 2002).

Los alimentos son la principal ruta de adquisicion del patégeno vy, por lo tanto, el tracto
gastrointestinal es el primer sitio de entrada de L. monocytogenes al hospedador (J. A.
Vazquez-Boland et al., 2001). Esta bacteria es capaz de atravesar las tres barreras
fisiologicas presentes en los seres humanos: intestinal, hematoencefalica y placentaria.
Al cruzar la barrera intestinal, la bacteria se absorbe desde el lumen intestinal,
atravesando las células epiteliales y si el sistema inmune no es capaz de controlar
eficientemente la infeccion, la bacteria seguirda multiplicandose y la infeccion puede
diseminarse al torrente sanguineo y a los ganglios linfaticos. Tras el ingreso al torrente
sanguineo, la mayoria de las bacterias alcanzan el higado y el bazo, donde pueden
multiplicarse en el interior de macréfagos o células epiteliales. Si la multiplicacién de L.
monocytogenes no es controlada por una efectiva respuesta inmune innata, la bacteria
escapa y continta dividiéndose. La supervivencia del hospedador depende del
desarrollo de una efectiva respuesta inmune adaptativa; de otro modo, la bacteria
puede ingresar nuevamente al torrente sanguineo y alcanzar el cerebro o la placenta,
causando infecciones sistémicas potencialmente letales (Camejo et al., 2011). La
capacidad de L. monocytogenes para multiplicarse en el citosol de las células
infectadas y diseminarse de célula-célula le permite evitar la respuesta inmune
humoral (Pamer, 2004).

Ciclo intracelular de L. monocytogenes

El proceso de infeccidn comprende varias etapas: adhesidn e invasién de la célula del
hospedador, escape de la vacuola, multiplicacién intracelular y proliferacién
extracelular (Chen et al., 2009; Témoin et al., 2008) (Figura 9). En cada una de estas
etapas estan involucrados multiples factores de virulencia (Vazquez-Boland et al.,
2001) (Tabla 3).
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Fig. 9.Esquema del ciclo intracelular de Listeriac monocytogenes. 1. Entrada en la célula del
hospedador; 2. Sobrevivencia dentro de la vacuola fagocitica; 3. Disrupcion de las membranas del
fagosoma y escape al citosol; 4. Replicacion en el citosol; 5. Movimiento a través de la polimerizacién de
actina; 6. Propagacion célula-célula; 7. Sobrevivencia en fagosomas secundarios; 8. Escape del fagosoma
secundario y reinicio del ciclo(Pizarro-Cerda et al., 2004; Vazquez-Boland et al., 2001).

Tabla 3. Principales factores de virulencia de L. monocytogenes involucrados en el ciclo intracelular
(Vazquez-Boland et al., 2001)

Locacién Gen Producto del gen Funcién

cromosoma

LIPI- 1 hly Usteriolisina O (LLO) Lisis del fagosoma
plcA Fosfatidilinositol fosfolipasa C (PI- PLQ) Lisis del fagosoma
plcB Fosfatidilcolina fosfolipasa C (PC- PLC) Lisis del fagosoma
mpl Precursor zinc metaloproteasa (Mpl) Procesa al precursor PC- PLC a su forma madura
priA Factor regulador positive A (PrfA) Requerida para la expresion de los factores de virulencia de L monocytogenes
actA Proteina inductora de ensamblaje actina Participa en la movilidad intra- intercelular

Exterior LIPI- 1 hpt Proteina transportadora de hexosa fosfato  Requerido para el crecimiento intracelular
inlA Internalina A (InlA) Participa en la invasion celular
ini8 Internalina B (IniB) Molécula senalizadora y participa en la invasion celular
inlC Internalina C (IniC) Proteina secretada, contribuye a la virulencia de Listeria
inl) Internalina J (Inl) Adhesion celular, contribuye a la virulencia de Listeria

Adhesion celular
La adhesion a

las células del

hospedador es una etapa fundamental en la

patogenicidad bacteriana (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006). Para L. monocytogenes se
ha descrito la participacién de varios factores que permiten establecer un contacto
intimo con las células del hospedador, destacdndose las proteinas Lap, Ami, FbpA,
LapB e Inl). Lap es una adhesina, inicialmente denominada proteina 104, que est3
presente en todas las especies de Listeria spp. con excepcién de L. grayi (Camejo et al.,
2011); Ami, amidasa autocatalitica (Camejo et al., 2011); FbpA, proteina de superficie
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homéloga a las proteinas atipicas de unién a fibronectina. Ademas, FbpA parece
ejercer un rol de chaperona para los factores de virulencia InIB y LLO (Camejo et al.,
2011; Dramsi et al., 2004), estabiliza o permite la secrecién correcta de ellos (Dramsi et
al., 2004). LapB es una proteina necesaria para la adhesidon y el ingreso en lineas
celulares de mamiferos y para la virulencia en roedores infectados via intravenosa u
oral. Ademds, se ha informado que esta proteina estd ausente en especies no
patégenas de Listeria (Camejo et al., 2011; Reis et al., 2010). Finalmente, la proteina
InlJ, proteina perteneciente a la familia de las internalinas (Inl), cuya expresién es
inducida in vivo y actia como una adhesina que se encuentra unida covalentemente al
peptidoglicano; esta unidn se realiza mediante la enzima sortasa A (SrtA) (Sabet et al.,
2005). La importancia de esta proteina en la virulencia queda demostrada al realizar
estudios con cepas de L. monocytogenes que presentan mutaciones en el gen srtA
(Garandeau et al.,, 2002) como asi también, al emplear cepas donde la proteina InlJ
estd ausente, debido a una delecion del gen inJ (Camejo et al., 2011); en ambos casos
se produce una reduccion significativa en la virulencia.

Por otra parte, se ha identificado la participacion de proteinas adicionales en el
proceso de adhesion como la proteina DtlA, la cual afiade residuos de D-alanina a los
acidos lipoteicoicos, proceso que contribuye a la adhesion y virulencia de L.
monocytogenes (Camejo et al.,, 2011); la proteina CtaP, la cual estd asociada con el
transporte de cisteina, resistencia a acidos, integridad de la membrana celular y con la
adhesion al hospedador (Camejo et al.,, 2011) y las proteinas ActA, InlF y RecA, que
participan en el proceso de adhesion.

Invasion celular
Las dos principales proteinas de invasién de L. monocytogenes son InlA y InIB,
codificadas por los genes inlA e inlIB, respectivamente (Bonazzi et al., 2009).

Actualmente, las Inl se clasifican en tres grupos, de acuerdo a la estructura de
superficie de L. monocytogenes con la que se relaciona su extremo C-terminal. Asi, InlA
se une en forma covalente al peptidoglicano; en cambio InIB se une mediante
interaccion electrostdtica a moléculas de acidos lipoteicoicos (Jonquieres et al.,
1999) permitiendo la adherencia de las bacterias a la célula eucariota y por ende la
invasion. Estas proteinas se unen a proteinas de la superficie de la célula del
hospedador, InlA se une al receptor E-cadherina, glicoproteina transmembrana
localizada en la superficie basolateral de varios tipos de células, incluyendo el
enterocito. Por lo tanto, la interaccion InlA/E-cadherina es critica para la invasion del
epitelio intestinal y activa una compleja via de sefalizacién que conduce a la
reorganizacion del citoesqueleto. Por su parte, para InIB se han reconocido varias
moléculas como potenciales receptores; entre ellas destaca el receptor para el factor
de crecimiento de hepatocito (receptor Met) (Shen et al., 2000). Met es un receptor
transmembrana con un dominio intracelular con accién tirosina kinasa y, por lo tanto,
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la interaccion InlB/ Met produce una fosforilacién transitoria de Met (Camejo et al.,
2011). El receptor Met permite que L. monocytogenes se internalice en una gran
variedad de células. Por lo tanto, este microorganismo puede invadir diferentes
hospedadores eucariotas, pero la eficiencia de la infeccion depende de la especie. Se
ha determinado que la interaccion InlA/E-cadherina e InlE/Met son especie-especifica;
asi un residuo de prolina en posicion 16 en E-cadherina de humanos y cobaya es
esencial para la interaccién con InlA; en cambio, un residuo de acido glutamico en la
misma posicion como es el caso de E-cadherina de ratéon o rata, impide este
reconocimiento (Lecuit et al., 2001). Por otra parte, InIB interactta con el receptor Met
de humano y ratén pero no reconoce el de cobaya o conejo (Khelef et al., 2006).
Mientras InIB presenta un tropismo mas amplio, InlA le confiere al.
monocytogenes un tropismo mas reducido, ya que E-cadherina sélo es expresada por
un numero limitado de células de origen epitelial (Lopez et al., 2006).

Para que L. monocytogenes atraviese la barrera intestinal, es crucial la participacion de
InlA; en cambio, estudios mas recientes han determinado que tanto InlA y InIB son
fundamentales para la invasién placentaria. Pocos estudios han abordado los
mecanismos implicados en el cruce de la barrera hemato-encefilica, la cual conduce a
meningoencefalitis. La Unica proteina posiblemente involucrada, lo cual ha sido
sugerido por los estudios in vitro, es InIB. Aunque se ha propuesto que E-cadherina
también podria estar participando, considerando su expresion en las células que
constituyen el epitelio de la barrera hemato-encefilica (Lecuit, 2005; Stavru et al.,
2011).

Ademas de las Inl anteriormente mencionadas, se han descrito alrededor de 27 Inl
en L. monocytogenes entre las que se puede mencionar InlC, InIC2, InID y otras
proteinas con actividad de autolisina como Auto, Ami y p60 (Lépez et al., 2006). Junto
a estas proteinas accesorias se tiene otra proteina LPXTG, la proteina Vip, que se
encuentra unida al peptidoglicano y que también es necesaria para el ingreso
de Listeria a varias lineas celulares epiteliales (Camejo et al., 2011; Reis et al., 2010).
Sin embargo, InlA y InIB, siguen siendo los principales factores de virulencia implicados
en la invasién celular, en especial en fagocitos no-profesionales (Pizarro-Cerda et al.,
2012). En este proceso de internalizacion son las transformaciones post-traduccionales
qgue sufren los receptores de las InlA y InIB, E-cadherina y Met, las autoras de la
activacion de la cascada de sefiales que conlleva a la polimerizacion de los filamentos
de actina, proceso fundamental para la internalizacién e invasion de L.
monocytogenes. Ademads se sugirié la participacion de clatrina en este proceso (Veiga
et al., 2007), descubrimiento bastante sorprendente, ya que esta molécula se
relacionaba sdélo con la internalizacién de macromoléculas. En la actualidad, se sabe
gue clatrina actia como una plataforma para el reclutamiento de proteinas como
Dab2, Hip 1R y miosina VI, todas implicadas en el rearreglo de los filamentos de actina
(Bonazzi et al., 2011). Sin embargo, los eventos moleculares intimos que se producen
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entre la endocitosis mediada por clatrina y los rearreglos de actina durante la invasiéon
de L. monocytoges no se conocen aun (Mostowy and Cossart, 2012).

Superviviencia, multiplicacion e invasion célula-célula

Una vez dentro de la célula, la vacuola fagocitica es lisada por la toxina listeriolisina O
(LLO) y dos fosfolipasas C (PLC): fosfatidilinositol-PLC (PI-PLC) y fosfatidilcolina-PLC (PC-
PLC), codificadas por plcA 'y plcB, respectivamente. LLO es una toxina dependiente de
colesterol y capaz de formar poros en la membrana de los fagosomas, permitiendo
qgue L. monocytoges escape de las vacuolas primarias y secundarias (Gedde et al.,
2000). Esta accidén citolitica de LLO se ve aumentada por la accién de PI-PLC, que
reconoce como sustrato a fosfatidilinositol y por PC-PLC, que es una lecitinasa, que
tiene actividad enzimatica sobre fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina
(Camejo et al., 2011). PC-PLC es expresada como protoenzima y se requiere la
metaloproteasa dependiente de zinc Mpl, para su maduracién. Una vez libre en el
citosol, L. monocytogenes expresa los genes para adquirir los nutrientes necesarios
para la multiplicacion intracelular. Se ha determinado que el gen hpt, que codifica para
el transportador de hexosa 6-fosfato, es importante para el dptimo crecimiento
intracelular de Listeria. Tras la replicacion, se induce la polimerizacion de filamentos de
actina en un polo de la bacteria; este proceso es dirigido por la proteina ActA. La
formacion de una estructura semejante a una cola de cometa facilita el movimiento
intracelular, permitiendo la invasién a células vecinas, mediante un proceso que
implica la formacion de una protrusién que contiene a la bacteria rodeada por una
vacuola de doble membrana, la cual es lisada por PC-PLC, PI- PLC y LLO (Chen et al.,
2009; Liu et al., 2007; Roche et al., 2005).

Se han identificado otros factores de virulencia involucrados en la colonizacion del
hospedador; sin embargo, éstos no serian especificos de L. monocytogenes, ya que
también han sido detectados en otras especies de Listeria. Estos factores son
conocidos como factores de virulencia accesorios y entre éstos se encuentran la
proteina p60 (producto del gen iap), secretada por todas las cepas de Listeria, que
parece estar involucrada en los ultimos pasos de la division celular (Wuenscher et al.,
1993); los mediadores en respuesta al estrés (ClpC, ClpE, ClpP), involucrados en el
escape desde el fagosoma y en la multiplicacién intracelular. También se ha asignado
un rol importante a la presencia de las enzimas superéxido dismutasa y catalasa, las
gue actudan en conjunto para detoxificar radicales libres y, por ultimo, los sistemas de
captacidn de hierro, que permiten a la bacteria capturar el hierro de los tejidos del
hospedador.

En estos ultimos afios, se ha relacionado la capacidad de sobrevivir y multiplicarse
dentro de la célula del hospedador con algunos mecanismos como evasion de los
mecanismos de defensa de la célula del hospedador, ya sea en el citosol o en Ia
vacuola fagocitica, caracteristica que esta otorgada por la presencia de enzimas que
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modifican el peptidoglicano como PgdA, que deacetila los residuos de N-
acetilglucosamina produciendo resistencia a la enzima lisozima (Boneca et al., 2007;
Stavru et al., 2011); también se informa de la capacidad de la proteina ActA para evitar
la autofagia, proceso en el cual L. monocytogenes es degradada en los lisosomas
(Dortet et al., 2011; Yoshikawa et al, 2009). Finalmente, hay evidencias
experimentales que sefialan que L. monocytogenes es capaz de inducir modificaciones
en las histonas y remodelar la cromatina; por lo tanto, tendria una participacién en lo
gue se conoce como regulacion epigenética (Cossart and Toledo-Arana, 2008;
Dussurget et al., 2004; Hamon et al., 2006; Lecuit, 2007; Stavru et al., 2011).

4. EPIDEMIOLOGIA DEL BROTE DE LISTERIOSIS DE 2019

La listeriosis tiene una incidencia estimada de 3-6 casos por millén de habitantes por
ano y es mayor en paises en desarrollo. En el periodo de 2015 a 2018 se notificaron a
la RENAVE 1.369 casos confirmados de listeriosis. En este periodo sdlo se notificaron 7
casos probables. El nimero de casos se incrementd desde los 256 casos declarados en
2015 a los 432 casos declarados en 2018 (Tabla 4). El incremento, en parte, se puede
explicar por la paulatina implantacién de la vigilancia de esta enfermedad en las CCAA.
Las tasas de incidencia fueron 0,64 en 2015; 0,95 en 2016; 0,71 en 2017 y 1,06 en
2018. De acuerdo con los datos de la vigilancia en Europa que coordina el ECDC, en el
ano 2017 (ultimo publicado) la tasa de incidencia mediana (rango intercuartil) en la
Union Europea fue de 0,34 casos por 100.000 habitantes y el rango intercuartil (RIQ)
fue 0,47. (RENAVE, 2018).

Tabla 4. Casos de listeriosis confirmados notificados a la RENAVE segun la fecha de inicio de sintomas.
Periodo 2015-2018.

Comunidades Aiio

Auténomas 2015 2016 2017 2018 Total
Andalucia 67 66 49 [ 259
[Aragon 6 15 7 14 42
Canarias 1" 13 7 14 45
Cantabria 1 1 9 10 21
Castilla La Mancha 3 16 12 21 52
Castilla y Ledn 12 39 24 ar 112
Cataluiia 67 85 59 70 281
C. Valenciana 41 a1 29 46 157
Extremadura 13 6 7 8 34
Madrid 19 45 51 86 201
Navarra 11 7 7 5 30
Pais Vasco 39 32 39 110
La Rioja 4 6 & 5 21
Ceuta 1 - - - 1
Melilla - 3 - - 3
Total 256 382 299 432 1.369

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE)
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En este periodo se notificaron 741 casos en hombres y 581 mujeres (en 47 casos no se
dispone de esta informacion). El cociente hombre/mujer para el periodo fue de 1,28
(oscilé entre 1,08 en 2015 y 1,46 en 2017). La mediana de la edad en el periodo de
estudio fue de 71 afios para los hombres y de 64 para las mujeres, la diferencia es
estadisticamente significativa. (RENAVE, 2018)

En las figuras 10 y 11 se han representado los casos confirmados en el periodo 2015-
2018 y sus tasas por grupos de edad y sexo. Se observa un nimero similar de casos en
nifos y ninas menores de 1 afio de edad (25 y 26 respectivamente) que se
corresponden con tasas de 13,9 y 15,3. Los casos notificados con edades entre 1y 24
afios son muy pocos (9 hombres y 16 mujeres). A partir de los 25 afos los casos
aumentan con la edad. Casos y tasas son superiores en hombres excepto en los grupos
de edad de 20-24 a 35-44 en los que casos y tasa fueron superiores en mujeres.

250
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: ||||
5
II__ - III'II I

5-9 10-14 1519 20-24 25-34 3544 45-54 55-64 65-74 =84
Grupos de edad

MNumero de casos

=

B Hombres M Mujeres

Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE)

Fig. 10. Casos de listeriosis confirmados notificados a la RENAVE segun la edad y el sexo. Periodo 2015-
2018.
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Fig. 11. Tasas* de incidencia media de listeriosis para 2015-2018 segun la edad y el sexo.

En el periodo 2015 a 2018 se produjeron 124 defunciones, una media anual de 31y
una letalidad global para el periodo de 9,1%. No hubo ningun fallecido en pacientes de
menos de 20 afios de edad. En 2015 se produjo la letalidad mas elevada con 11,7% (30
fallecidos) y la mas baja en 2017 con 8,0% (24 fallecidos). (RENAVE, 2018).

Tabla 5. Ejemplos de brotes de listeriosis asociadas a contaminacién de alimentos (tabla de elaboracién

propia).
Alimento Pais Fecha Ndmero | Numero de | Referencia
de casos | fallecimientos | bibliografica

Producto Canada 2008 57 22 (Wilson and Keelan,
carnico 2008)
Cecinas, Chile 2008/09 | 164 16 (Olea et al., 2012)
embutidos
y quesos
Queso Alemania | 2006/07 | 189 26 (Shamloo et al,

2019)
Queso Suecia 2001 120 0 (Shamloo et al,
suave 2019)
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Brote de 2019 en Andalucia

El Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social confirmd la existencia de 226
casos por el brote de listeriosis asociado al consumo de carne mechada industrial de la
empresa sevillana Magrudis, propietaria de la marca 'La Mechd', 216 de ellos, en
Andalucia (Viernes, 2019).

La mayoria de los casos se han registrado en Sevilla (173), aunque se han encontrado
en casi todas las provincias: Cadiz (13), Granada (6), Huelva (18) y Malaga (6). (Viernes,
2019) (Figura 12).

Casos por provincias

m B8

B Sevilla

H Huelva

H Cadiz

B Malaga
B Granada
H Cérdoba

= Jaén

Fig. 12. Distribucion de casos de listeriosis por provincias.

El 57 % eran mujeres (123), con una edad media de 45,5 afos y el 43 % de los
afectados fueron hombres (93), con una edad media de 50 afios (Viernes, 2019)
(Figura 13) (Figura 14).

Casos por sexo
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Fig. 13. Distribucién de casos de listeriosis por sexo.
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Fig. 14. Distribucidn de casos de listeriosis por edad.

Los casos confirmados en embarazadas fueron 37. En dos de ellas el embarazo resulté
en aborto (hasta la semana 20 de gestacion), en tres en muerte fetal (después de la
semana 20 de gestacién) y en 6 de ellas parto prematuro. Se diagnosticaron 22 cuadros
con afectacion del SNC y 4 sepsis graves, entre las que se registraron tres defunciones
(letalidad en enfermedad invasiva grave 11,5 %): dos personas mayores de 70 afios con
comorbilidades graves y una persona mayor de 90 afios (RENAVE, 2019).

Causas posibles del brote

En principio, el proceso de horneado deberia haber logrado que la temperatura de la
carne mechada, en todos los puntos, alcanzara o superara los 83-84 2C. Este tipo de
tratamiento térmico es suficiente para la eliminacion efectiva de L. monocytogenes,
siempre que la combinacién temperatura/tiempo sea la adecuada. ParalL.
monocytogenes el tratamiento térmico necesario es una combinacién de
temperatura/tiempo de 70 °C durante 2 minutos, para conseguir una reduccion
logaritmica de 6 del numero de células de L. monocytogenes (Aesan - Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricién, 2020). Esta reduccidon también podria alcanzarse
con otras combinaciones de tiempo y temperatura. En el caso del brote de listeriosis
de carne mechada, hay que contemplar como una causa posible de la contaminacién
del producto final una combinacién de tiempo y temperatura insuficiente en todos los
puntos de la pieza de carne y de su relleno.
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Fig. 15. Carne mechada afectada por el brote de Listeriosis.

Si el proceso de horneado hubiera funcionado adecuadamente, el producto hubiese
salido del horno sin L. monocytogenesy, por tanto, la contaminacién del mismo se
habria producido entre la salida del horno y el envasado al vacio. La coincidencia
genética entre los aislados de superficies y los del alimento y clinicos refuerzan la
hipdtesis de que la carne mechada sufri6 una contaminacion cruzada después del
horneado, causada por los manipuladores, las superficies de trabajo, los utensilios o el
ambiente. El hecho de que diferentes lotes de fabricacion fueran contaminados por la
misma cepa, avalaria la hipdtesis de la presencia en las instalaciones de L.
monocytogenes persistente, asi como la presencia de biofilms en las instalaciones
(Blog sobre seguridad alimentaria, 2019).

Una vez contaminada la carne, la bacteria tenia muchas posibilidades de sobrevivir y
proliferar. El hecho de que el producto estuviera almacenado a temperaturas de
refrigeracion y que estuviera envasado al vacio, no impide la supervivencia y
proliferacidn, ya que L. monocytogenes es anaerobio facultativo y puede crecer en
presencia y ausencia de oxigeno, por ejemplo, en envasados al vacio o en atmésferas
modificadas.

La contaminacion después del horneado se habria podido evitar con unos programas
adecuados de higiene de los manipuladores y de limpieza y desinfecciéon de las
instalaciones. Los procedimientos de limpieza y desinfeccidn en industrias cdrnicas son
imprescindibles para la prevencién de contaminaciones cruzadas, y deben incluir la
deteccién y eliminacién de biofilms y la prevencién del desarrollo de cepas
persistentes (Aesan - Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, 2020). En
este sentido se ha desarrollado una metodologia especifica, denominada Listeria
Defense, para prevenir la contaminacion de alimentos por L. monocytogenes en
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plantas de procesado. Esta metodologia implementa una intervencion integral para la
deteccién, eliminacién y prevencidon de la contaminaciéon por Listeria, orientada a
minimizar la posibilidad de contaminacién de alimentos por L. monocytogenes.

5. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS PARA LA DETECCION DE LISTERIA
MONOCYTOGENES

La contaminacién de los alimentos puede ocurrir en cualquier fase en la que el
producto se haya expuesto al medio ambiente, incluyendo la elaboracién, el
transporte, las ventas al por menor, los servicios de comidas y los hogares. Esta
contaminacién puede producirse por contacto del alimento con materiales
contaminados como materias primas, superficies de la industria alimentaria (utensilios,
loncheadoras, cuchillas, cintas transportadoras), aerosoles o a través del personal.
Ademas de la transmision alimentaria puede existir transmision directa por animales
infectados, especialmente durante el parto de vacas u ovejas, pero son infecciones
muy infrecuentes, que afectarian fundamentalmente a veterinarios y/ o ganaderos.
Para la salud publica es mucho mas relevante la contaminacién que se produce a partir
del ambiente en el que se procesan los alimentos en las industrias alimentarias. Otra
via de contagio es la transmision vertical, es decir, de la madre al feto a través de la
placenta o durante el parto. (Aesan - Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricion, 2020)

Los alimentos mas frecuentemente asociados con la listeriosis son los listos para el
consumo refrigerados con una vida util prolongada. En los brotes conocidos a nivel
mundial, los alimentos implicados incluyeron productos carnicos listos para el
consumo como salchichas cocidas o patés, pescados ahumados, productos lacteos
(quesos de pasta blanda, leche cruda y helados elaborados con leche cruda) y
ensaladas preparadas, asi como verduras y frutas frescas. Muchos alimentos listos para
el consumo incluyen en su proceso de produccién una fase que elimina L.
monocytogenes (coccién, horneado, etc.). La presencia de la bacteria en estos
productos estd tipicamente relacionada con la recontaminacién de los mismos antes
del envasado final o con la manipulacidn posterior durante su comercializacién
(loncheado) o en el hogar. Si el proceso de fabricacién del alimento listo para el
consumo no incluye un tratamiento que elimine la bacteria, la seguridad del mismo
dependera de las medidas tomadas durante toda la cadena alimentaria para reducir al
minimo la contaminacién y limitar su proliferacién. Tiene especial relevancia el
mantenimiento de la cadena de frio. Por otra parte, existen alimentos listos para el
consumo en los que, por sus caracteristicas, no puede crecer L. monocytogenes, como
son los que hayan recibido tratamiento térmico cuando la recontaminacién no sea
posible tras el mismo (por ejemplo, productos tratados térmicamente en su envase
final, como conservas), pan, galletas y productos similares, azucar, miel y golosinas,
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chocolate, productos de cacao y sal de cocina.(Aesan - Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion, 2020).

Control microbioldgico de los alimentos

Segun un modelo utilizado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA),
el 92% de los casos de listeriosis invasiva serian atribuibles a dosis superiores a
100.000 unidades formadoras de colonias (ufc) por porcién. Suponiendo un tamafio de
porcion promedio de 50 g, esto corresponderia a una concentracién de L.
monocytogenes en alimentos listos para el consumo por encima de 2.000 ufc/g en el
momento del consumo. No obstante, una pequeia proporcion de casos estan
asociados con alimentos listos para el consumo y niveles mds bajos de L.
monocytogenes.

Los brotes estan generalmente relacionados con alimentos que presentan altos niveles
de Listeria. La dosis infectiva depende también de factores individuales, como el
estado inmunitario, edad, etc.

La normativa de la UE exige que los alimentos listos para el consumo que pueden
presentar riesgo contengan un maximo de 100 ufc/g, requiriéndose en algunos casos la
ausencia de la bacteria en 25 g de alimento, proporcionando un elevado margen de
seguridad (Aesan - Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, 2020).

Deteccion de L. monocytogenes en alimentos

La deteccion de Listeria en alimentos se ha ido desarrollando en los uUltimos afos y
podemos encontrar una gran variedad de métodos que van desde el aislamiento e
identificacion de la bacteria mediante técnicas microbioldgicas convencionales hasta
los mas sofisticados métodos genéticos basados en microarrays, sin olvidar la
amplificacién de acidos nucleicos, deteccién de anticuerpos y ELISA (Zorn et al., 2019).

De acuerdo con la mayoria de los Organismos que legislan la presencia de L.
monocytogenes en alimentos, los métodos de aislamiento deben ser Ilo
suficientemente precisos para detectar un microorganismo en 25 gramos de alimento.
Esta sensibilidad sélo puede lograrse mediante el uso de medios de enriquecimiento
(Zorn et al., 2019).

Los medios de agar comunes para estudiar la caracterizacidn de L. monocytogenes son
el agar triptona-soja (TSA), agar nutritivo y agar sangre. Los métodos de prueba
convencionales para la deteccion de L. monocytogenes en alimentos implican
crecimiento en medio de enriquecimiento previo, seguido de crecimiento en medio
selectivo y pruebas bioquimicas y seroldgicas confirmatorias (Farber and Peterkin,
1991). Estos métodos requieren mucho tiempo y trabajo. Ademads, la incubacion
prolongada permite el crecimiento de otros microorganismos. Aunque este método ha
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contribuido mucho al conocimiento actual sobre la epidemiologia de la listeriosis, el
periodo de incubacién prolongado necesario para obtener resultados positivos es una
gran desventaja. Desde entonces, se han producido importantes mejoras en los
medios de enriquecimiento selectivo, disminuyd el tiempo necesario para el analisis de
varios meses a menos de 1 semana (Ryser and Marth, 2007). Actualmente se utiliza
con frecuencia el medio cromogénico especifico ALOA (Agar Listeria segun Ottaviani y
Agosti). Este agar contiene litio y varios antibidticos como agentes selectivos e incluye
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucopiranésido (BCIG) y lipasa C como agentes
diferenciales. Las colonias de Listeria monocytogenes aparecen de color azul debido a
la hidrélisis de BCIG por la enzima beta-galactosidasa del microorganismo, y con un
halo opalescente alrededor debido a la lipasa (Figura 16). L. innocua produce también
colonias azules pero no estdn rodeadas del halo opalescente.
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Figura 16. Aspecto de Listeria monocytogenes en agar ALOA, caracterizado por colonias azules rodeadas
de un halo opalescente.

Gran variedad de pruebas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas también se utilizan
para la identificacidon de microorganismos en métodos convencionales. En los ultimos
anos, varios kits comerciales han sido desarrollados para simplificar y automatizar la
identificacion de organismos individuales, el resultado es comparable al de los
sistemas de identificacion convencionales (Mandal et al., 2011).

El kit API Listeria (BioMerieux, La Balme-les-Grottes, Francia), es un kit rapido utilizado
para detectar L. monocytogenes basado en caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas.
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El funcionamiento del kit comercial APl es la comparacidon de la fermentacién de
azucar. Consiste en 10 tiras para evaluar la presencia o ausencia de lo siguiente:
arilamidasa (prueba DIM), hidrdlisis de esculina, presencia de a-manosidasa y
produccidn de acido a partir de D-arabitol, D-xilosa, L-ramnosa, a-metil-D-glucosidasa,
D-ribosa, glucosa-1-fosfato y D-agatosa (Bille,” et al., 1992). Durante la incubacion, el
metabolismo produce cambios de color que pueden detectarse espontaneamente o
deben revelarse mediante la adicién de reactivos.

Este sistema tarda 24 horas en identificar especies de Listeria. Los resultados positivos
de los aislados de Listeria se indican mediante hidrdlisis de esculina y produccién de
acido a partir de D-arabitol, asi como a partir de D-arabitol y a-metil-D-glucosidasa
(excepto L. grayi). La presencia de arilamidasa (prueba DIM) y a-manosidasa, y la
produccion de acido a partir de D-xilosa, L-ramnosa, D-ribosa, glucosa-1-fosfato, y D-
tagatosa se utilizan para la identificacion de especies y subespecies. El color de cada
microtubo se analiza utilizando el software del sistema web API (Tabla 6) (Figura 17)
(Setiani et al., 2015).

Tabla 6. Resultados de las pruebas bioquimicas para el patdgeno Listeria monocytogenes (Figura, 2013).

Glucosa Positiva
Manosa Positiva
Ramnosa Positiva
Xilosa Negativa
Manitol Negativa
Ribosa Negativa
Hidrélisis de hipurato  Positiva
Movilidad a 252C Positiva
Test de CAMP Positiva
Crecimiento a 42C Positiva

wey vov

|IDIM] ESC oMAN DARL XYL RHA  MDG RIB G1P TAG

Fig. 17. Color de los microtubos de API Listeria para Listeria monocytogenes.
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CONCLUSIONES

1. El patégeno Listeria monocytogenes tiene la habilidad de contaminar productos
alimenticios debido a su capacidad de soportar un elevado margen de
temperaturas.

2. La listeriosis se puede dividir en invasiva, que presenta una sintomatologia de
mayor gravedad, y no invasiva, con sintomas mas leves.

3. L. monocytogenes es un pardsito oportunista y su virulencia depende tanto del
estado del hospedador como de los diferentes serotipos de la bacteria.

4. El brote de listeriosis de 2019 afectd a 226 personas en Espafia, siendo uno de
los mds importantes en los ultimos afios, de las cuales fallecieron 3. Pese a la
elevada mortalidad que tiene esta enfermedad, en este caso no fue muy
agresiva, influenciada por los avances en medicina.

5. Es importante establecer un protocolo para evitar la contaminacion de los
alimentos antes, durante o después de su procesado. Listeria Defense es una
metodologia util para ello.
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