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RESUMEN

La listeriosis se trata de una infeccion provocada por L. monocytogenes siendo su principal via
de transmision, la ingestion de alimentos contaminados. Si bien la incidencia de esta
enfermedad no es muy elevada, la morbilidad si es un factor a tener en cuenta ya que cuando
aparece de forma tardia en recién nacidos suele manifestarse gravemente con afectacion al SNC,
pudiendo provocar meningitis bacteriana en neonatos. Incluso puede llegar a contabilizarse
entre un 30 y un 50% de mortalidad en estos casos.

En la mayoria de las ocasiones (aproximadamente el 95% de los casos), la listeriosis en el
neonato se presenta como consecuencia de su transmision vertical desde la madre, bien “in
utero”, ya que este microorganismo puede atravesar la barrera placentaria, o perinatal en el
momento del parto.

Pero aun se registran un 5% de los casos en los que la listeriosis aparece en lactantes de mas de
6 meses, estando en este caso, su incidencia asociada ya al consumo de alimentos, por lo que el
control microbioldgico de los alimentos para lactantes y de usos médicos especiales es muy
importante.

Este trabajo pretende revisar la normativa vigente para el analisis de los alimentos para
lactantes, asi como la norma que se utiliza para llevar a cabo este andlisis. Por otro lado, se ha
abundado en el conocimiento de la microbiologia de Listeria monocytogenes, de su taxonomia y
de la clinica, particularmente en aspectos como su via de transmision, patogenicidad,

enfermedades producidas por este microorganismo, profilaxis y tratamiento.

Palabras clave: L. monocytogenes, listeriosis, lactantes, prueba CAMP, alimentos, taxonomia

INTRODUCCION

Listeria monocytogenes se transmite principalmente por via digestiva a través de los alimentos
contaminados y afecta a colectivos especialmente susceptibles: ancianos y recién nacidos,
mujeres gestantes y personas inmunocomprometidas; en estos colectivos la letalidad puede
alcanzar el 30%.

L. monocytogenes se diferencia de otros patdégenos por su alta capacidad de resistencia a
condiciones adversas: frio (<0° C), calor (>50° C), acidez (pH>4,3) y salinidad (12% de cloruro
sodico), y por presentar gran ubicuidad en el medio ambiente. Todos estos factores favorecen la
contaminacion de los alimentos.

Por ello, se hace necesario un control microbioldgico de los alimentos, especialmente aquellos
destinados a los lactantes y para usos médicos especiales, ya que como se ha comentado, estos

colectivos son particularmente sensibles.



Para ello, las autoridades sanitarias han desarrollado una estricta normativa para el control
microbioldgico de los alimentos infantiles, que afecta tanto a toda la vida til del producto
alimenticio, como a las buenas précticas de higiene durante el proceso de produccion. Ademas,
la inclusion de esta enfermedad entre las Enfermedades de Declaracion Obligatoria en Espafia
en 2015 es otra de las estrategias encaminadas a disminuir el riesgo de esta enfermedad y sus

consecuencias en lactantes.

OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta revision bibliogréfica abarcan:

1. Laevaluacion de la normativa por la que se rige el control microbioldgico de alimentos
para el consumo destinado a lactantes, teniendo en cuenta su evolucién mediante todas
las modificaciones que ha ido presentando hasta la normativa vigente.

2. El conocimiento del método horizontal para la deteccion y el recuento de Listeria
monocytogenes, en concreto la Norma 1SO11290-1: método de deteccion. Se indicara
el protocolo vigente seguido en los laboratorios para deteccidon de L. monocytogenes en
muestras de alimentos.

3. La revision monografica de Listeria monocytogenes, incluyendo sus antecedentes
historicos, morfologia, pruebas bioquimicas y de identificacion, taxonomia y
patogenicidad.

4. La consideracion de las manifestaciones clinicas de listeriosis, asi como su

epidemiologia y tratamiento.

METODOLOGIA

La metodologia seguida en esta investigacién ha consistido en la basqueda bibliogréafica y en la
revisién de articulos cientificos y bases de datos. La gran heterogeneidad del tema y el
importante nimero de estudios relacionados con L. monocytogenes ha supuesto la necesidad de
centrarnos en determinados criterios que permitieran acotar la busqueda bibliografica, para una
elaboracion adecuada de este Trabajo de Fin de Grado. Puesto que el titulo de la revision es
“Control microbioloégico de L. monocytogenes en alimentos para consumo destinado a
lactantes”, el criterio de seleccion seguido para la basqueda de la informacion consiste en la

divisién de la informacién en tres partes diferenciadas:

Una primera parte centrada en la normativa vigente que se aplica al control microbioldgico de
los alimentos, para ello se ha hecho uso de:
1. EIl Real Decreto 867/2008, de 23 de mayo, para la definicion de términos



2. Reglamento (CE) no 2073/2005 de la comision de 15 de noviembre de 2005 relativo a
los criterios microbiol6gicos aplicables a los productos alimenticios y sus posteriores
modificaciones de 2007 y 2010.

Una segunda parte centrada en la redaccion del método de deteccion de L. monocytogenes en
muestras de alimentos, para lo que se ha utilizado la version oficial, en espafiol, de la Norma
ISO 11290-con sus correspondientes actualizaciones.

Finalmente, se ha abordado la microbiologia de L. monocytogenes y las manifestaciones clinicas
tipicas de listeriosis. En esta parte, las principales palabras claves utilizadas para la busqueda de
informacién han sido: L. monocytogenes, listeriosis, lactantes, prueba CAMP, alimentos y
taxonomia. También se han usado otras palabras claves de caracter mas secundario como;
neonatos, epidemiologia, patogenicidad, serotipo, Listeria spp, meningitis bacteriana neonatal.
Como fuentes de informacion se han utilizado fundamentalmente bases de datos de revistas
cientificas, entre los que destacan: Scopus, Pubmed, ScienceDirect, National Library of
Medicine (MEDLINE plus), Scientific Electronic Library Online (Scielo), Elsevier y Medwave.
A estos recursos he accedido principalmente mediante la Biblioteca de la Universidad de Sevilla
(http://bib.us.es/). Ademas, se han consultado algunas paginas webs de organismos oficiales
(NIH, CDC, Ministerio de Sanidad y Seguridad Social, Junta de Andalucia, SAS, etc.). La
Gltima fecha de consulta de algunos de ellos ha sido el 07/06/ 2016, con la intencion de una

recopilacion adecuada, veridica y actualizada de la informacion requerida.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. DEFINICIONES

Segun el Real Decreto 867/2008, de 23 de mayo, por el que se aprueba la reglamentacion
técnico-sanitaria especifica de los preparados para lactantes y de los preparados de

continuacion, se entendera por:
e Lactantes: los nifios que tengan menos de doce meses.

e Preparados para lactantes: los productos alimenticios destinados a la alimentacion
especial de los lactantes durante los primeros meses de vida, que satisfagan por si
mismos las necesidades nutritivas de estos lactantes hasta la introduccion de una

alimentacion complementaria apropiada.


http://bib.us.es/

2. EVOLUCION DE LA NORMATIVA MICROBIOLOGICA RESPECTO DE
LOS ALIMENTOS PARA LACTANTES

2.1. Normativa hasta el afio 2005

El comité cientifico de medidas veterinarias relacionadas con la salud puablica, emitié un
dictamen el 23 de septiembre de 1999 sobre la evaluacion de los criterios microbiol6gicos para
los productos alimenticios de origen animal destinados al consumo humano. Este recomienda
que los criterios microbioldgicos sean pertinentes y eficaces en lo que se refiere a la proteccion
de la salud de los consumidores. Ademas, el comité emiti6 a la vez otro dictamen sobre Listeria
monocytogenes. En €l se recomendaba como objetivo que la concentracion de Listeria
monocytogenes en los alimentos se mantuviera por debajo de 100 ufc/g y posteriormente el
Comité cientifico de alimentacion humana (SCF) respaldé estas recomendaciones en su
dictamen de 22 de junio de 2000.

2.2. Necesidad de la adecuacion a la normativa comuin europea: el reglamento de 2005

La normativa microbiol6gica que se aplica a los alimentos listos para el consumo destinado a
lactantes y a usos médicos especiales, se basa en el siguiente reglamento: REGLAMENTO (CE)
n° 2073/2005 DE LA COMISION de 15 de noviembre de 2005 relativo a los criterios
microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios. Con las respectivas modificaciones
posteriores por los Reglamentos CE 1441/2007 D.O.U.E. de 07/12/2007 y Reglamento
365/2010 D.O.U.E. de 29/04/2010.

Segun este reglamento, uno de los objetivos fundamentales de la legislacion alimentaria es
asegurar un nivel elevado de proteccion de la salud publica. Para ello, se establecen los
principios y requisitos generales de la legislacion alimentaria y se fijan procedimientos relativos
a la seguridad alimentaria. Puesto que los riesgos microbiolégicos de los productos alimenticios
constituyen una de las principales fuentes de enfermedades de origen alimentario, dichos
productos no deben contener microorganismos ni sus toxinas o metabolitos en cantidades que
supongan un riesgo inaceptable para la salud humana

La principal modificacién que introduce este reglamento es la necesidad de adoptar buenas
précticas de higiene y la aplicacion de procedimientos basados en los principios de andlisis de
peligros y puntos de control criticos ( HACCP), ya que se entiende como un método preventivo
que garantiza la seguridad de los alimentos y también es necesario fijar criterios
microbiol6gicos que establezcan un limite por encima del cual, un producto alimenticio deba
considerarse contaminado de forma inaceptable con los microorganismos para los que se hayan
fijado los criterios. Ello implica que el productor tiene que garantizar el control microbioldgico

de su producto antes de que éste abandone las instalaciones del productor.



En el articulo 3 del reglamento (CE) no 2073/2005, cabe destacar como condicion general, que
cuando sea necesario, los explotadores de las empresas alimentarias responsables de la
fabricacion de un producto determinado realizaran estudios para investigar el cumplimiento de
los criterios a lo largo de toda la vida Util. Esto se debe aplicar especialmente a los alimentos
listos para el consumo que puedan permitir el desarrollo de Listeria monocytogenes y puedan
suponer un riesgo para la salud publica en relacion con dicha bacteria.

Por otra parte, la Comision técnica de peligros biol6gicos (Comision BIOHAZ) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la cual emitio, el 9 de Septiembre de 2004, un
dictamen sobre los riesgos microbiol6gicos en los preparados para lactantes y preparados de
continuacion en el que se concluyd que Salmonella y Enterobacter sakazakii son los
microorganismos mas preocupantes en los preparados para lactantes, preparados para lactantes
destinados a usos médicos especiales y preparados de continuacion. La presencia de dichos
agentes patdgenos en alimentos supone un riesgo considerable si hay condiciones que permiten
su multiplicacion. Las enterobacteriaceas, presentes mas a menudo, podrian usarse como
indicador del riesgo, por este motivo, la EFSA recomend6 que se efectuaran controles y pruebas
de enterobacteriaceas, tanto en el entorno de fabricacion, como en el producto acabado. Sin
embargo, ademas de especies patdgenas, la familia de las enterobacteriaceas incluye también
especies medioambientales que aparecen con frecuencia en el entorno de fabricacidn sin
plantear ningln riesgo para la salud. Por lo tanto, la familia de las enterobacteridceas puede
usarse para la vigilancia habitual y, en caso de que se manifieste su presencia, pueden iniciarse
controles de agentes patdgenos especificos.

Dentro del Articulo 5 del reglamento, se desarrollan las normas especificas para las pruebas y la
toma de muestras. Siendo importante resaltar que se deberadn tomar muestras en las zonas de
trabajo y del equipo utilizado en la produccion de los productos alimenticios, cuando dicha toma
sea necesaria para garantizar el cumplimiento de los criterios microbioldgicos. Por lo que los
explotadores de las empresas alimentarias que produzcan alimentos listos para el consumo
susceptibles de plantear un riesgo de Listeria monocytogenes para la salud publica, deberan
tomar siempre muestras de las zonas y el equipo de produccion, como parte de su plan de
muestro y con el fin de detectar la posible presencia de dicha bacteria. Ocurrira lo mismo en el
caso de los explotadores de las empresas alimentarias que produzcan preparados deshidratados
para lactantes, o alimentos deshidratados destinados a usos médicos especiales para lactantes
menores de seis meses, y que presenten un riesgo de Enterobacter sakazakii. Estos deberan

controlar las zonas y el equipo de produccion para detectar la presencia de enterobacteriaceas.

REGLAMENTO (CE) n° 2073/2005 DE LA COMISION de 15 de noviembre de 2005
relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios (Tablas 1y
2).



Tabla 1. CAPITULO 1. Criterios de seguridad alimentaria

Plan de toma Método analitico
Categorias de alimentos Microorganismos/ de Limites(?) | de referencia(®) Fase en la que se aplica
sus toxinas, muestras(*) el criterio
metabolitos n c m M
1.1 Alimentos listos para el consumo destinados a los lactantes, y Listeria Ausencia Productos
alimentos listos para el consumo destinados a usos médicos especiales(*) monocytogenes 10 0 en 25 g EN/ISO 11290-1 comercsljl\lﬁgg?]stitliurante
1.22 Preparados deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos Salmonella Ausencia
deshidratados destinados a usos médicos especiales para lactantes menores en 25 Productos
de seis meses, tal como se contempla en los criterios para las g comercializados durante
enterobacteriaceas en el capitulo 2.2 del presente anexo. 30 0 EN/ISO 6579 su vida util
1.23 Preparados deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos Enterobacter Ausencia
destinados a usos médicos especiales para _Iactantes menores de seis sakazakii en10 g ISO/DTS 22964 I_quductos
meses, tal como se contempla en los criterios para las enterobacteriaceas comercializados durante
en el capitulo 2.2 del presente anexo. 30 0 su vida util

(1) n=ndmero de unidades que componen la muestra; ¢ = nimero de unidades de muestreo con valores superiores a m o comprendidos entre my M.
(2) Para estos criterios, se entendera que m=M.
(3) Se utilizara la ultima version de la norma.

Interpretacion de los resultados

Los limites indicados se refieren a cada muestra analizada. Los resultados de las pruebas demuestran la calidad microbiolégica del lote analizado, aunque también podrian
utilizarse para demostrar la eficacia del procedimiento HACCP o la higiene correcta del proceso.

L. monocytogenes, en alimentos listos para el consumo destinados a los lactantes y para usos médicos especiales:

— Se considera un resultado satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la bacteria,

— Se considera un resultado insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de las muestras.

(L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo que puedan permitir el desarrollo de L. monocytogenes antes de que el alimento haya dejado el control inmediato del
explotador de la empresa alimentaria que los haya producido, cuando no pueda demostrar que el producto no superard el limite de 100 ufc/g durante su vida util:

— satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la bacteria,




— insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de las muestras.)
Salmonella, en diferentes categorias de productos alimenticios:
— Se considera un resultado satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la bacteria,

— Se considera un resultado insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de las muestras.

Enterobacter sakazakii, en preparados deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos médicos especiales para lactantes menores de seis
meses:

— Se considera un resultado satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la bacteria,

— Se considera un resultado insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de las muestras.

Tabla 2. CAPITULO 2. Criterios de higiene de los procesos

Plan de toma Método Fase en la que se Accion en caso de resultado
Categoria de alimentos Microorganismos de muestras Limites analitico de aplica el criterio insatisfactorio
n c m M referencia
Preparados deshidratados Mejoras en la higiene de la produccion
para lactantes y alimentos Enterobacteriaceas | 10 0 Ausencia en ISO 21528-1 Final del proceso de para minimizar la contaminacion. Si se
dietéticos deshidratados detectan enterobacteriaceas en
destinados a usos médicos 10¢ fabricacion cualquiera de las muestras simples, el
especiales para lactantes lote deberd analizarse para detectar E.
menores de seis meses sakazakiiy Salmonella

Interpretacion de los resultados

Enterobacteriaceae, en preparados deshidratados para lactantes y alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos médicos especiales para lactantes menores de seis
meses:
— Se considera un resultado satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la bacteria,

— Se considera un resultado insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en cualquiera de las muestras.



2.3. Modificacion de la normativa de 2005: el reglamento de 2007

Reglamento (ce) n° 1441/2007 de la comision de 5 de diciembre de 2007 que modifica el
reglamento (CE) no 2073/2005 relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los
productos alimenticios.

En los capitulos 1y 2 del anexo | del Reglamento (CE) n® 2073/2005 se establecen criterios de
seguridad alimentaria y criterios de higiene de los procesos relativos a los preparados
deshidratados para lactantes y los alimentos dietéticos deshidratados destinados a usos médicos
especiales para lactantes menores de seis meses. En el punto 2.2 del capitulo 2 de dicho anexo
se establece gue si al someter a prueba los preparados deshidratados para lactantes y alimentos
dietéticos deshidratados se detectan Enterobacteridceas en cualquiera de las muestras simples,
el lote deberd analizarse para detectar Enterobacter sakazakii y Salmonella.

2.4. Nuevo Dictamen de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

La comision técnica de peligros bioldgicos de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), emitié un dictamen el 24 de enero de 2007, sobre las Enterobacteriaceas como
indicadoras de Enterobacter sakazakii y Salmonella. La conclusion a la que se lleg6 fue que no
es posible establecer una correlacion entre las Enterobacteriaceas y Salmonella, y que tampoco
existe una correlacion entre las Enterobacteriaceas y Enterobacter sakazakii, exceptuando
algunos casos en los que si podria establecerse. Por todo ello, no procede seguir aplicando la
disposicion del Reglamento (CE) n° 2073/2005 relativa al anélisis de preparados deshidratados
para lactantes y alimentos dietéticos deshidratados para detectar Salmonella y Enterobacter
sakazakii en caso de detectarse Enterobacteriaceas en cualquiera de las muestras. Debido a esto
es conveniente adaptar la parte 2.2 del capitulo 2 del anexo | del citado Reglamento, quedando

de la siguiente manera (Tabla 3):

Tabla 3. Criterios para la deteccion de Enterobacteriaceas en preparados para lactantes

Plan de limites Método Fase en la Accion en caso

Categoria de alimentos Microorganis | muestreo analitico | que se aplica de resultados
mos n c m M de el criterio insatisfactorios

referencia

Preparados  deshidratados Mejoras en la

para lactantes y alimentos higiene de la
dietéticos deshidratados | Enterobacte- 10 | 0 | Ausencia I1ISO Final del produccion para

destinados a usos médicos | riiceas en10g 21528-1 proceso de minimizar la
especiales para lactantes fabricacion contaminacion

menores de seis meses
Enterobacteriaceas, en preparados deshidratados para lactantes, alimentos dietéticos

deshidratados destinados a usos médicos especiales para lactantes menores de seis meses y

preparados deshidratados de continuacion:



— Se considera un resultado satisfactorio, si todos los valores observados indican ausencia de la
bacteria.

— Se considera un resultado insatisfactorio, si se detecta la presencia de la bacteria en
cualquiera de las muestras.

2.5. Nueva modificacién del reglamento de 2005: adaptacion a la terminologia taxonémica

Reglamento (UE) n° 365/2010 de la comision de 28 de abril de 2010 por el que se modifica
el Reglamento (CE) n 0 2073/2005, relativo a los criterios microbiol6gicos aplicables a los
productos alimenticios, en lo que respecta a las enterobacteriaceas en la leche pasteurizada
y otros productos lacteos liquidos pasteurizados y a Listeria monocytogenes en la sal de
cocina.

La modificacion del anexo 1 del Reglamento (CE) n° 2073/2005 relacionada con los aspectos
que estamos estudiando, consiste en un cambio en la nomenclatura de Enterobacter sakazakii
por Cronobacter spp., a raiz de un reciente cambio en la taxonomia (lversen et al., 2008). Asi, el

punto 1.23 de dicho Reglamento quedara sustituido por el siguiente texto (Tabla 4):

Tabla 4. Criterios para la deteccion de Enterobacter sakazakii en preparados para lactantes

Categoria de Microorganismos/ Plan de Método
alimentos sus toxinas, toma de Limites analitico Fase en la que se
metabolitos muestras de aplica el criterio
referencia
1.23 Preparados
deshidratados para .
lactantes y alimentos Cronobacter spp. 30 0 Ausencia ISO/TS Productos
T (Enterobacter -
dietéticos n enl10g 22964 comercializados
i sakazakkii)
deshidratados .
. durante su vida
destinados a usos
médicos especiales atil
para lactantes de
menos de seis meses

3. METODO HORIZONTAL PARA LA DETECCION Y EL RECUENTO DE Listeria
monocytogenes. NORMA 1SO 11290-1. PARTE 1: METODO DE DETECCION.

Como se menciond anteriormente en el Reglamento (CE) n° 2073/2005, el método analitico de
referencia para el control de los alimentos listos para el consumo destinados a los lactantes, y
alimentos listos para el consumo destinados a usos médicos especiales, se encuentra recogido
en la norma ISO 11290-1:1996. La version oficial en espafiol, que fue aprobada en diciembre de
1996, se llama “Microbiologia de los alimentos para consumo humano y para animales. Método
horizontal para la deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes.” Concretamente nos
centramos en la parte 1, puesto que es la que engloba el método de deteccion, definiéndose
deteccion de L. monocytgenes, como la determinacion de la presencia o ausencia de este

microorganismo en una cantidad, peso o volumen, dado de producto, cuando se realizan los

9




ensayos de esta parte de la Norma 1SO. En Octubre de 2004, se produce la primera modificacion
de la version oficial en espafiol, ISO 11290-1:1996/AM 1:2004. Concretamente la modificacion
del medio de aislamiento y de la prueba de la hemdlisis e inclusion de los datos de precision.
Esta modificacion complementa y modifica a la Norma UNE-EN 1SO 11290-1 de noviembre de
1997. A continuacion se redactard el protocolo actualizado, puesto que la Normativa vigente

indica que ha de aplicarse la Gltima version de la Norma 1SO.

Con objeto de proteger la salud del personal del laboratorio, se recomienda que las pruebas para
detectar Listeria monocytogenes se realicen en laboratorios equipados convenientemente, bajo
el control de un microbiélogo experimentado, y se conseja tener especial cuidado con los
desechos del material incubado, ya que este microorganismo pertenece al grupo de bioseguridad
2 (Public Health Agency of Canada, 2011). En particular, las mujeres embarazadas no deben

manipular cultivos de Listeria monocytogenes.
3.1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta parte de la norma UNE 11290 describe el método horizontal para la deteccién de Listeria
monocytogenes y se aplica a productos destinados al consumo humano o a la alimentacion

animal.

3.2. PRINCIPIO

La deteccion de L. monocytogenes debe efectuarse en cuatro etapas sucesivas; hay que tener en
cuenta que Listeria spp. puede estar presente en un nimero pequefio y es muy frecuente que se
encuentre acompafiada de un mayor nimero de otros géneros, siendo necesario, por tanto, un

enriguecimiento selectivo.

3.2.1 Enriquecimiento primario en un medio liquido de enriquecimiento selectivo con

concentracion reducida de agentes selectivos (Caldo Fraser a media concentracion).

Inocular un medio de enriquecimiento selectivo primario conteniendo un volumen de cloruro de
litio y la mitad del volumen de acido nalidixico y acriflavina. Incubacion de la muestra para
ensayo a 30° C durante 24 h. Este enriquecimiento con una concentracion reducida de

inhibidores se utiliza en parte, para detectar Listeria spp, dafiadas.

3.2.2 Enriguecimiento secundario en un medio liquido de enriquecimiento selectivo con agentes

selectivos (Caldo Fraser).

Inocular el cultivo obtenido en el apartado 2.1 en un medio liquido de enriquecimiento

secundario (caldo Fraser) y posterior incubacion a 35°C o 37°C durante 48 h.
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3.2.3 Siembra en placa e identificacion

De los cultivos obtenidos en los apartados 2.1 y 2.2, se siembra en placa con dos medios sélidos

selectivos:

. Agar Listeria segin Ottaviani y Agosti (ALOA). ALOA, es un ejemplo de medio
apropiado disponible comercialmente, se permite el uso de otros medios con la misma
formulacion. Las colonias de L. monocytogenes se aprecian verde-azuladas rodeadas de un halo
opaco. Hay veces que presentan un halo muy débil en los casos de estrés, particularmente en
caso de estrés &cido. Tras la incubacion a 37° + 1°C durante 24 h £ 3h, se observa el crecimiento
en las placas, si éste es escaso 0 si no se observan colonias, se vuelven a incubar durante 24 h +

3 h més.

. Cualquier otro medio sélido selectivo a eleccion del laboratorio y que sea
complementario al Agar Listeria segin Ottaviani y Agosti, tal como Oxford o PALCAM.
Transcurrido el tiempo de incubacion adecuado, se examina para comprobar la presencia de
colonias y considerar si son Listeria spp. 0 Listeria monocytogenes, segun sus caracteristicas y
el medio utilizado. En caso de utilizarse Agar OXFORD, las colonias de L. monocytogenes
incubadas durante 24 h serian pequefias (1mm), de coloracion grisacea rodeada de halos negros.
Después de 48 h pueden adquirir un brillo verdoso con diametro de 2 mm y se mantienen halos
negros con centros hundidos. En Agar PALCAM, el crecimiento de Listeria spp, después de 24
h, se da en forma de pequefias colonias de coloracion grisacea verde o verde oliva. El didmetro
es de 1.5 a 2 mm con halos negros siempre. Tras 48 h, las colonias se muestran verdes, del

mismo tamafio, con depresion central y rodeadas del halo negro (Leclercg, 2004).

3.3. CONFIRMACION DE LISTERIA SPP

Para la confirmacion tomar de cada placa de cada medio selectivo cinco colonias sospechosas
de ser Listeria spp. Si en una de las placas hubiera menos de cinco colonias presuntivas se
toman todas ellas. Se plaquean en nuevo medio TSA y se incubana 35° C 0 37 ° C durante 18 h
0 24 h. Las pruebas que se mencionan a continuacion deben realizase a partir de cultivos puros
en TYSEA.

3.3.1 Prueba de iluminaciéon de Henry, no es siempre necesaria. Consiste en iluminar las
colonias con luz blanca de forma oblicua en un angulo de 45°. Bajo esta luz, las colonias se

observan de un tono azulado y con la superficie rugosa.

3.3.2 Tincién de Gram

11



Efectuar la tincién en una colonia separada. Listeria spp, se observara como bacilos cortos y

estrechos Gram positivos (Figura 1, A).
3.3.3 Reaccidn de la catalasa

Tomar una colonia separada de las placas mencionadas anteriormente y suspenderla en una gota
de solucién de perdxido de hidrégeno en un portaobjetos. La formacion inmediata de burbujas
de gas, correspondientes al O, desprendido tras la descomposicion del agua oxigenada, indicara

que la reaccién es positiva.
3.3.4 Prueba de la movilidad

Se toma una colonia aislada y se suspende en un tubo conteniendo TSYEB. Se incubaa 25°C
de 8 h a 24 h hasta que el medio se vuelva turbio. A continuacion, se debe depositar una gota
del cultivo en un portaobjetos de vidrio, mediante un asa, colocar un cubreobjetos y examinarlo

en el microscopio. Listeria spp. aparecera como bacilos cortos y estrechos con movilidad. La

movilidad también se puede observar en medio semisélido a 22° C en forma de paraguas
(Figura 1).

Figura 1. Pruebas de identificacion
de Listeria monocytogenes. A.
Tincion de Gram, se observan bacilos
cortos Gram postivos. B. Aspecto de
las colonias en agar sangre. C.
Movilidad de Listeria en paraguas a
22°C. D. Prueba CAMP.

3.4. CONFIRMACION DE Listeria monocytogenes

3.4.1 Ensayo de hemdlisis: Si la reaccion de la catalasa y las caracteristicas morfologicas y
fisiologicas son indicativas de existencia de Listeria spp., se inoculan las placas de agar sangre
de cordero, (Figura 4, B) para determinar la reaccion hemolitica. Antes de usar dichas placas se
debe secar la superficie del agar. A continuacién toma una colonia aislada del punto 3, se

siembra y se hace una puncioén para cada cultivo mediante un alambre. Al mismo tiempo se
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deben sembrar controles positivos (L. monocytogenes) y negativos (L. innocua). Después de la
incubacion a 35 ° C 0 37 ° C durante 24 h + 2 h, examinar las cepas control y las muestras bajo

una luz brillante.

L. monocytogenes: aparece como zonas aclaradas y estrechas (B-hemolisis).

L. innocua: no muestra zonas claras alrededor de la siembra.

L. seeligeri: muestra zonas de hemolisis débiles.

L. ivanovii: generalmente muestra zonas anchas claramente delineadas de B-hemodlisis.

La reaccién hemolitica también puede realizarse empleando gl6bulos rojos de sangre de
carnero. Se dispersa la colonia en 150 pl de TSYEB, se incuba a 37 ° C durante 2 h. A
continuacion, se afiaden 150 pl de la suspension de glébulos rojos y luego se incuba de nuevo a
37° C de 15-60 min. Finalmente se refrigeraa 3° C £ 2 ° C durante 2 h aproximadamente y se

examina si hay actividad hemolitica.
3.4.2 Utilizacion de carbohidratos

Inocular cada caldo de carbohidratos con un cultivo en TSYEB mediante un asa. Incubar a 35 o
37 ° C hasta 5 dias. La reaccion positiva vendra indicada por una coloracion amarilla con la

formacion de &cido y tiene lugar en 24-48 h.
3.4.3 Prueba CAMP

Sembrar en forma de lineas rectas cultivos tanto de Staphylococcus aureus como de
Rhodococcus equi en placas de agar sangre de cordero. De manera que los cultivos sean
paralelos y opuestos. El in6culo debe ser homogéneo y fino, (Figuras 1.D y 2) que se consigue
utilizando un asa de inoculacion o alambre en angulo recto al agar. A continuacion, sembrar las
cepas a analizar aisladas del punto 3 de forma similar en angulo recto a los cultivos, es decir,
sembrar a la vez cultivos control de L. monocytogenes, L. innocua, y L. ivanovii en dicha placa,
de tal forma que no se toque con S. aureus y R. equi. y estén separados como minimo de 1 mm a
2 mm. (Figura 2).

Figura 2. Indculo e interpretacion de
las placas del ensayo de CAMP

L. monocytogenes

Banda estrecha de [}-hemdilisis — L. innocua
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Ausencia de hemdlisis — L. ivanovii
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Incubar las placas a 35° C 0 37 ° C durante 18 h a 24 h. La reaccion se considera positiva con la
presencia de una zona de beta-hemolisis acentuada en la interseccion de la cepa ensayada con
cada uno de los cultivos de S. aureus y R. equi (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de la prueba CAMP para Listeria monocytogenes respecto de Rhodococcus

equi y Staphylococcus aureus.

Especie Reaccion positiva Reaccion negativa

“Hemolisis ancha en forma de cabeza | Hemolisis débil se extiende

de flecha” alrededor de 1 mm de la
R. equi (5-10 mm) interseccion entre la cepa
ensayada y la zona de
difusion de R. equi.

Zona  pequefia de  hemolisis
extendiéndose alrededor de 2 mm de
S. aureus la cepa ensayada y dentro de la zona No hay hemolisis
de hemdlisis débil debido a S. aureus.
Con L. monocytogenes, no se dan
zonas amplias de hemolisis.

Sin embargo, la identificacién de especies de Listeria por métodos bioquimicos es un proceso
laborioso y costoso, que implica aislamiento primario con medios selectivos y de
enriquecimiento, seguido de tincién de Gram y pruebas bioquimicas maltiples (Liu, 2006). La
incorporacién de diversos procedimientos bioquimicos en una Unica plataforma de pruebas ha
simplificado el proceso de diagnéstico para las especies de Listeria. Cabe destacar la prueba
API, gue se trata de una técnica especificamente disefiada para el aislamiento e identificacion de
las especies de dicho género (Allerberger, 2003) (Figura 3). ElI método se emplea sobre todo en
el aislamiento e identificacién de las distintas especies de determinadas muestras de agua o
alimentos contaminados, de una manera réapida y fiable (Farouk y cols., 2015).

Figura 3. Test de la prueba
' Api Listeria. Distincion entre
, & | r P ) ) ) 1 L. monocytogenes (arriba) y
3 \ \‘J ky u \Q@ , . .
ol 1, L. innocua (abajo).
' AG (Allerberger, 2003).

o MAN DARL XYL

§‘ ‘:‘ f .'/": {77 //~ "');" c
g%uwwwww A
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Los procedimientos de identificacion de la técnica API, consisten en diez pruebas (Allerberger,
2003). Se trata de una tira 0 microtubo, que contiene 10 pocillos, en cada uno de los cuales tiene
lugar una de las siguientes reacciones (Tabla 6):

La diferenciacion entre L. innocua y L. monocytogenes basado en la presencia o la ausencia de
arilamidasa, (prueba DIM), la hidrélisis de esculina, la presencia de ox-manosidasa, y la
produccién de acido a partir de D-arabinosa, D-xilosa, L-ramnosa, alfa-metil-D-glucésido, D-

ribosa, glucosa-1- fosfato, y D-tagatosa.

Tabla 6. Identificacion de Listeria basada en el test APl (Farouk y cols., 2015).

Results (ZYM B/=3 nun)

Test Active ingredients {mg cup™) Reactions Negative Pozitive
DIM Enzymatic substrate 0.106 Differentiation L. innocua/L. monocytogenes Pale orange Orange
Pink heige
Girey heige
ESC Esculin 0.16 Hydrolyzs (ESCulin) Pale yellow Black
Ferric citrate 0.024
al[AN  4-nitrophenyl-a 0.045 o-MANnozidase Colorless Yellow
D-mannopyrancside
DART.  D-arahitol 0.40 Ardification (D-ARabitol) Red/orange-red Yellow
XYL D-Eyloze 0.40 Aridification (XY Loze) vellow-
RHA L-Rhamnose 0.40 Aridification (RHAmmoze) orange
MDG Methyl-oD-glucopyrancside 0.40 Acidification (Methyl-aD-Glucopyranoside)
RIB D-Riboze 0.40 Acidification (R1Bosze)
G1P Glucose-1-Phosphate 0.40 Acidification (Glucose-1-Phosphate)
TAG D-Tagatose 0.40 Acidification (TAGATOSE)

Se obtienen indculos bacterianos a partir de colonias aisladas con una pipeta y se suspende en 2
ml del medio de suspensién APl (McFarland). En la caja de incubacion, existen unos pocillos en
los que deben distribuirse 3 ml de agua destilada para crear una atmosfera humeda. A
continuacion, la tira se retira de su embalaje, se coloca en la bandeja y se inocula la suspension
bacteriana en los pocillos. Finalmente ésta se incuba 18-24 horas a 37 ° C en condiciones
aerobias. Los Resultados de la reaccion se determinan de acuerdo a cambios de color
funcionales que actian como indicadores. La interpretacion de los resultados es facil y se realiza
en funcidn de las instrucciones del fabricante (Figura 3), (Farouk y cols., 2015). De esta manera
se consigue la identificacion y determinacion de las especies del género Listeria, entre un gran
nimero de microorganismos y con cantidades minimas de material y mano de obra. Ademas de
la obtencion de unos resultados fiables 24 horas después de la incubacion. Debido a esto, la
técnica API, es rdpida y barata. Por lo tanto, parece ser una buena herramienta para la préctica
habitual de muchos laboratorios, especialmente aquellos relacionados con la microbiologia

presente en los alimentos y en el medio ambiente (Bille y cols., 1992).
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3.5. CONFIRMACION DEFINITIVA

Las cepas que se consideran L. monocytogenes, se pueden enviar a un laboratorio de referencia
para Listeria para determinar el tipo serolégico o incluso el tipo lisogénico. El envio debe ir

acompafado con la informacion de las cepas disponible.

3.6. CULTIVOS CONTROL

Son necesarios para determinar la capacidad de los medios de enriquecimiento e identificacion
de permitir el crecimiento selectivo de L. monocytogenes. Se debe proceder con los frascos
control de la misma forma que con los cultivos analizados para demostrar que los cultivos de

control positivos se recuperan.

3.7. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se debe registrar la presencia o ausencia de Listeria monocytogenes en la porcion ensayada,

especificando la masa en gramos o el volumen en mililitros de la muestra analizada.

3.8. PRECISION DEL METODO

Se han seleccionado caracteristicas de rendimiento, que son eficacia, conformidad y
concordancia. Estas caracteristicas se determinaron empleando tres tipos de alimentos

contaminados a varios niveles y con materiales de referencia.
3.8.1 Eficacia: porcentaje de muestras identificadas correctamente.

. Muestras positivas: la eficacia se denomina sensibilidad, es el porcentaje de muestras
correctamente identificadas como positivas. Se asume que todas las muestras positivas

contienen el organismo.

. Muestras negativas: la eficacia se denomina especificidad, es el porcentaje de muestras

correctamente identificadas como negativas.

Valores globales: Para la indicacion general de sensibilidad (Se) y de especificidad (Sp),
pueden utilizarse los siguientes valores cuando se analizan muestras de alimentos en general;
Sp=97.4%, Se=85.2%. Segun estos valores puede interpretarse que una muestra que contiene L.
monocytogenes debe reconocerse como positiva en el 85.2% de los casos si es analizada con

este método.
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3.8.2 Conformidad: La conformidad es la posibilidad, expresada en porcentaje, de encontrar el
mismo resultado en dos porciones de anlisis idénticas, analizadas en el mismo laboratorio, en
condiciones de repetibilidad (mismo técnico, mismo aparato, mismos reactivos), en el menos

tiempo posible. Por ejemplo, los dos positivos o los dos negativos.

Valores globales: Para la indicacion general de la conformidad (Ac), se utiliza el siguiente
valor; Ac: 88.7%. Segun este valor si dos porciones para analisis idénticas de una muestra que
contiene L. monocytogenes, son analizadas por el mismo técnico en un periodo corto de tiempo
y con exactamente las mismas condiciones operativas, hay un 88.7 % de posibilidades de

obtener el mismo resultado para ambas porciones. (Presencia de L. monocytogenes).

3.8.3 Concordancia: Es la posibilidad, expresada en porcentaje, de encontrar el mismo resultado

para dos muestras idénticas analizadas en dos laboratorios distintos. La concordancia.

Valores globales: Para la indicacion general de la concordancia (Cc), puede utilizarse el
siguiente valor: Cc=84.4 %. Segln este valor, si dos porciones para analisis idénticas de una
muestra que contiene L. monocytogenes son analizadas por dos laboratorios hay un 84.4 % de
posibilidades de obtener el mismo resultado para ambas porciones del andlisis (Presencia de L.

monocytogenes).

3.9. INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debera especificar el método utilizado, las temperaturas de incubacion y
los resultados obtenidos, ademas de cualquier incidente que haya podido influenciar los
resultados. En definitiva, debera incluir toda la informacidn necesaria para la identificacion

completa de la muestra.

4. CONSIDERACIONES HISTORICAS SOBRE Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, es una bacteria que debe su nombre a Joseph Lister (1872-1912)
considerado uno de los padres de la microbiologia, junto a Kock y Pasteur (Ledermann, 2008).
No obstante, la bacteria fue descubierta 14 afios después de su muerte (1926) por Murray,
Webb y Swann, microbidlogos de la Universidad de Cambridge, quienes la aislaron de conejos
y conejillos de indias de laboratorio y llamaron a este nuevo agente Bacterium monocytogenes,
debido a la monocitosis que causo en aquellos animales. (Murray y cols., 1926). Respecto a la
relacion del género con Lister, la bacteria fue bautizada en honor de Lister por James Hunter
Harvey Pirie (1877- 1965), bacteridlogo y ge6logo escoceés, que identifico también la bacteria

un afo mas tarde (1927) y la denomind como Listerella hepatolytica (Pirie, 1927; 1940). Con
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el tiempo varios investigadores fueron aislando la misma bacteria y le dieron diferentes
nombres, lo que causo cierta confusion en cuanto a la nomenclatura de la misma. EL problema
fue resuelto en 1957 por el aleméan Heinz Seeliger, conocido taxénomo, quien en honor a Lister
impuso el nombre Listeria monocytogenes. Esto fue aprobado por la Comision Judicial de
Nomenclatura bacterioldgica y Taxonomia (Anon, 1954). El epiteto especifico monocytogenes

alude a la monocitosis que causa.

5. MICROBIOLOGIA DE LISTERIA MONOCYTOGENES

Listeria monocytogenes se trata de un bacilo pequefio, regular y corto (Figura 4), de
aproximadamente 0,4 por 1 a 1,5 um (Collins y cols., 1991; Vazquez-Boland y cols., 2001) con
lados paralelos y extremos romos. Tiene un bajo contenido en G+C (37-42%) (Sallen y cols.,
1996; Allerberger, 2003; Liu, 2006) Es una bacteria Gram-positiva, no esporulada y movil, ya
gue posee flagelos peritricos. Puede formar pequefias colonias de color blanco grisaceo, que

estan rodeadas de una delgada zona de hemolisis.

Listeria monocytogenes estd ampliamente distribuida en la naturaleza, es una bacteria ubicua y
ha sido aislada de diversas fuentes ambientales, como suelos, polvo, en la vegetacion en
descomposicién, en aguas, alcantarillado, incluso en alimentos para animales, desde donde se
incorpora a la cadena alimentaria y pasa a formar parte de la flora fecal de muchos mamiferos,
entre ellos, la de seres humanos adultos sanos (Vazquez-Boland y cols., 2001; Orsi y cols.,
2011). Presenta gran resistencia a las condiciones adversas del ambiente, debido a que es un
microorganismo anaerobio facultativo, puede encontrarse en un amplio rango de pH, entre 4,3y
9,1 y a elevadas concentraciones de NaCl 12% (w / v). Ademas, la bacteria es capaz de crecer
en un intervalo de <0° C y >50° C, el cual, incluye la temperatura de refrigeracion (4-10° C).
(Olivares R, 2009). Esto la ha llevado a ser reconocida como una de las principales bacterias
patégenas transmitidas por los alimentos y ha generado una preocupacion particular con

respecto a la manipulacion de los mismos (Mraheil y cols., 2013; McLauchlin y cols., 2014).

Figura 4. Morfologia de Listeria monocytogenes
observada al microscopio electronico de barrido.
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5.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las especies de Listeria comparten caracteristicas morfologicas y bioguimicas estrechamente
relacionadas. Algunas de estas caracteristicas comunes, que se han utilizado para la
diferenciacion de las distintas especies de Listeria de otras bacterias, son: reaccidon de catalasa
positiva, prueba de Indol y oxidasa negativa, hidrélisis de esculina, pero no urea. Por otro lado,
Listeria spp. poseen propiedades bioquimicas distintas que permiten la distincion entre especies
patégenas y no patdgenas de Listeria, como pueden ser: variabilidad en su capacidad para
fermentar L-ramnosa, D-xilosa, y alfa-metil-D-manopiranésido y también, actividades

hemolitica, lecitinasa, y la fosfolipasa C (Liu, 2006).

Por ejemplo, L. monocytogenes y L. ivanovii se diferencian de otras especies de Listeria ya que
muestran variaciones significativas en su capacidad de produccion de una amplia, clara o doble
zona de hemolisis en agar sangre de caballo u oveja, y entre ellas en la capacidad de producir
acido a partir de L-ramnosa, D-xilosa y alfa-metil-D-mandésido (Ermolaeva y cols., 2003). Del
mismo modo, L. innocua y L. welshimeri se distinguen de L. monocytogenes por su beta
hemolisis negativa y sus caracteristicas de fermentacion (Robinson y cols., 2000). Ademas, L.
ivanovii se distingue de L. monocytogenes por su fuerte reaccion lecitinasa con o sin carbédn
vegetal en el medio, en comparacion con L. monocytogenes, lo que requiere carbdn para su
reaccion lecitinasa (Ermolaeva y cols., 2003).

En cuanto a la prueba CAMP, L. monocytogenes y L. seeligeri dan positivo con Staphylococcus
aureus y negativo en la prueba CAMP con Rhodococcus equi; a diferencia de L. ivanovii que da
una prueba CAMP positiva con R. equi y prueba CAMP negativa con S. aureus. Todas los

demas Listeria especies son prueba CAMP negativo (McLauchlin y cols., 2014).

Tabla 7. Interpretacion de las propiedades morfoldgicas y fisiologicas y de las reacciones bioquimicas para
identificacion de Listeria spp.

Produccion de acido Ensavo de CAMP
Especies Hemoalisis
Rhamnosa XNilosa 5. aureus R. equi
L. monocytogenes + + + —
L. mmnocua — A — - —
L. mvanovii + — + — +
L. seeligert (+) — + +) -
L. welshimeri — W + — -
L. grayi subsp. grayi — — — — —
L. grayi subsp. mugvayi — A% - - -
W:  Reaccion variable
(+ ). Reaccion débil
+: = 90% de reacciones positivas
— SN reaccion
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5.2. TAXONOMIA DE LISTERIA MONOCYTOGENES.

El Género Listeria pertenece a la familia Listeriaceae, a su vez ésta, se encuentra dentro de la
clase Bacilli y del phylum Firmicutes. Actualmente el género cuenta con 17 especies distintas
(Tabla 8) descritas hasta la fecha. Dos de ellas se consideran especies patégenas, Listeria
monocytogenes, patdgeno para el hombre y L. ivanovii, patégena para animales, principalmente
bovinos y rumiantes pequefios y rara vez afecta al hombre. Ademas de especies no patdgenas
que incluyen L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L.
fleischmannii y L. weihenstephanensis (Guillet y cols., 2010) y siete nuevas especies como L.
riparia, L. aquatica, L. grandensis, L. floridensis, L. cornellensis, L. booriae y L.

newyorkensis.

Tabla 8. Especies descritas dentro del género Listeria hasta la fecha.

ESPECIES REFERENCIAS
L. monocytogenes (Murray y cols., 1926; Pirie, 1940)
L. ivanovii (Seeliger y cols., 1984)
L. seeligeri (Rocourt, Grimont., 1983)
L. innocua (Bubert y cols., 1992)
L. welshimeri (Rocourt, Grimont, 1983)
L. grayi Rocourt y cols., 1992
L. marthi (Graves y cols., 2010)
L. rocourtiae (Leclercq y cols., 2010)
L. fleischmannii (Bertsch y cols., 2012)
L. weihenstephanensis (Lang y cols., 2012)
L. riparia (Den Bakker y cols., 2014)
L. aquatica (Den Bakker y cols., 2014)
L. grandensis (Den Bakker y cols., 2014)
L. floridensis (Den Bakker y cols., 2014)
L. cornellensis (Den Bakker y cols., 2014)
L. booriae (Weller y cols., 2015)
L. newyorkensis (Weller y cols., 2015)

6. PATOGENESIS

Como mencionamos anteriormente, Listeria monocytogenes se encuentra de forma natural en la
capa superficial del suelo rico en materia vegetal en descomposicién. A partir de este habitat,

ganan acceso al huésped vertebrado a través de la via oral, utilizando alimentos contaminados
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como vehiculo (Vazquez-Boland y cols., 2001), por tanto, el tracto gastrointestinal es el primer
sitio de entrada de este microorganismo al hospedador. La bacteria es capaz de atravesar las tres
barreras fisioldgicas presentes en los seres humanos: intestinal, hemato-encefalica y placentaria
(Figura 5). 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 seguird 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 alcanza el higado y el bazo, donde puede replicarse en el interior de macréfagos o
células epiteliales. Si la replicacion de L. monocytogenes no es controlada por una efectiva
respuesta inmune innata, la bacteria escapa y continda replicAndose. 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 y cols., 2011).

Listeria monocytogenes
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Figura 5. Mecanismo de infeccion de Listeria monocytogenes. A través de los alimentos contaminados, L.
monocytogenes llega al tracto gastrointestinal y pasa al torrente sanguineo, desde donde las bacterias alcanzan el
higado y el bazo. Pueden verse afectados tanto el cerebro como la placenta, causando listeriosis.

6.1 CICLO INTRACELULAR DE L. MONOCYTOGENES
El proceso de infeccion comprende varias etapas, en las que estan involucrados maultiples

factores de virulencia (Chen'y cols., 2009; Témoin y cols., 2008).

1. Adhesion e invasion de la célula hospedadora. Para ingresar al medio
intracelular Listeria utiliza dos proteinas de invasion que son InlA y InIB, codificadas por los
genes inlA e inIB, respectivamente. Se tratan de proteinas de superficie conocidas
como Invasinas 0 Internalinas A y B, que interactGan con dos receptores celulares de

transmembrana;
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-) E-Caderina, en el caso de Internalina A, la proteina E-Caderina tiene un papel muy

importante en las uniones intercelulares. Se sabe que cuando se producen fendmenos de
remodelacion en la vellosidad intestinal esta proteina queda expuesta en la superficie del lumen,
donde se encuentra Listeria; en ese momento se produce la interaccion entre Internalina A 'y E-
Caderina, que culmina en la fagocitosis de la bacteria (Pizarro-Cerda, Cossart, 2006; Bonazzi y
cols., 2009).

-) Tirosin-kinasa Met-c, en el de Internalina B; esta proteina tendria un rol en el paso

de Listeria a través de la barrera hematoencefalica.

Ambas interacciones favorecen la entrada de la bacteria mediante fagocitosis por las células
hospedadoras del epitelio intestinal y se traslada de célula en célula sin exponerse al ambiente

extracelular (Shen y cols., 2000).

2. Escape de la vacuola. Una vez en el interior de la célula Listeria expresa la proteina
Listeriolisina O, responsable de su capacidad de invasidn y virulencia, ya que es una toxina
dependiente de colesterol y capaz de formar poros en la membrana de los fagosomas,
permitiendo que L. monocytoges escape de las vacuolas hacia el citoplasma. (Gedde y cols.,
2000).

3. Multiplicacion intracelular. Después de la replicacion, se induce la polimerizacion de
filamentos de actina en un polo de la bacteria, denominados filopodios; este proceso es dirigido
por la proteina ActA. Se produce la formacién de una estructura semejante a una cola de cometa
que facilita el movimiento intracelular, permitiendo la invasion de nuevas células. (Liu y cols.,
2007).

4. Proliferacion extracelular. Cuando alcanza las fronteras celulares es capaz de inducir una
fagocitosis por parte de otra célula vecina, lo que permite que el ciclo se repita mientras la

bacteria se mantiene oculta para el sistema inmunoldgico (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del ciclo intracelular de Listeria monocytogenes. Con entrada en la célula hospedera, supervivencia
dentro de la vacuola fagocitica, disrupcion de las membranas del fagosoma y escape al citosol; replicacion en el citosol,
movimiento a través de la polimerizacién de actina, propagacion célula-célula, supervivencia en fagosomas secundarios,
escape del fagosoma secundario y reinicio del ciclo. (Pizarro-Cerday cols., 2004).
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Desde el punto de vista inmunolégico, Listeria es el modelo clasico para estudiar la respuesta
inmune innata y adaptativa a organismos intracelulares. La respuesta innata es inmediata e
involucra a monocitos y macréfagos, los que producen interleuquinas (IL-1, IL-6) y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF alfa), que produce reclutamiento celular, principalmente de
neutrofilos. (Posfay-Barbe, Wald, 2009). A esta reaccion inicial le sigue la respuesta inmune
adaptativa, que llega a su maximo una semana después de la infeccién y se ejerce a través de los
linfocitos T CD8 (+). Esta respuesta tiene dos objetivos principales: generar lisis de las células
afectadas e inducir la produccion de interferén (INF) gamma, que evita la diseminacion de la
bacteria y controla la replicacion. La eliminacion de Listeria monocytogenes se atribuye a una
respuesta de células Th 1; el INF gamma es un promotor de este tipo de respuesta y ademas

inhibe la expansion de las células Th 2 (Olivares, 2009).

6. 2 FACTORES DE VIRULENCIA

L. monocytogenes se caracteriza por tener una alta heterogeneidad en la virulencia. Gran parte
de las cepas son virulentas y capaces de producir alta mortalidad; en cambio existen otras que
son avirulentas e incapaces de establecer una infeccion dentro del hospedador. Las diferencias
en la virulencia entre las cepas de L. monocytogenes pueden deberse a polimorfismos en las
secuencias nucleotidicas de estos genes, debido a mutaciones puntuales y/o la presencia o
ausencia de algun gen de virulencia. (Olier y cols., 2002). Los genes de virulencia de Listeria
spp., como en otras bacterias patdgenas, se codifican a nivel de cromosoma y estan en su
mayoria organizados en unidades discretas genéticas conocidas como islas de patogenicidad
(PAIS). Estas son adquiridas por las bacterias a través de transferencia de genes como parte de
elementos genéticos moviles, y por consiguiente juegan un papel clave en la evolucion de
virulencia bacteriana. (Hacker y cols., 1997; Hacker, Kaper, 2000). De hecho, los genes de
virulencia prfA, plcA, hly, mpl, actA y plcB, se encuentran en una isla de patogenicidad de 9 Kb
del cromosoma, llamada LIPI-1, presente en L. monocytogenes y L.vanovii. Los genes inlA 'y
inIB no se encuentran codificados en LIPI-1, sino que se han asociado a islotes genéticos, los
cuales también han sido identificados en otras especies de Listeria. LIPI-1 se encuentra
insertada, establemente, en el cromosoma, en la misma posicion en todas las especies.
(Vazquez-Boland y cols., 2001) (Figura 7).

La proteina PrfA, es la encargada de la regulacion de los genes de virulencia plcA, hly, mpl,
actA, plcB, inlA, inIB, y hpt, la cual, esta presente en todas las cepas de L. monocytogenes y se
involucra directamente en la expresion de los genes, pudiendo actuar como un activador o
represor de los mismos. Este mecanismo de control mediado por PrfA es el mas importante, ya
que es requerido en la regulacion de los factores de virulencia involucrados durante la transicion

de la bacteria desde el medio ambiente, dénde vive como saprofito a un estilo de vida como
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parésito intracelular. El gen prfA esta ausente en L. innocua y L. welshimeri; sin embargo, esta
presente, pero silenciado, en L. seelegeri (De las Heras y cols., 2011).

Ademas se ha identificado una regulacion a nivel transcripcional (expresion del promotor),
traduccional (ARN termosensor) y post-traduccional (activacion de PrfA) (Scortti y cols.,
2007).

Por tanto, la relacion de ambos permite una regulacion precisa de los genes de virulencia
necesarios para que L. monocytogenes se desarrolle al interior de la célula y, ademas, previene
que la bacteria gaste energia en la produccion de factores de virulencia que no son necesarios
cuando este microorganismo se encuentra fuera del hospedador. No obstante, PrfA es el
mecanismo de control mas importante y el cual es requerido para la expresion de los factores de

virulencia esenciales para el ciclo intracelular (Veray cols., 2013) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura genética de la regién cromosémica de la agrupacion de genes de virulencia (LIPI-1) en Listeria
spp. Los genes pertenecientes a LIPI-1 estan en verde. Podemos ver que las especies que tienen la agrupacion de
genes de virulencia son las que poseen la capacidad patogénica, (L.monocytogenes y L. ivanovii) sin embargo, las
especies no patégenas (L.innocua y L welshimeri) presentan delecion de dicha region. L seeligeri, tampoco cuenta
con la isla de patogenicidad, ya que estd modificada por insercién. (Vazquez-Boland y cols., 2001).

6. 3 SEROTIPOS INFECIOSOS

La tipificacion seroldgica se trata de un método que permite diferenciar las distintas cepas de L.
monocytogenes, esta técnica se utiliza para determinar la prevalencia de serotipos especificos en
analisis epidemioldgicos de Listeriosis. Se basa en la deteccion de antigenos somaticos y
flagelares mediante antisueros polivalentes y monovalentes. Esto ha permitido caracterizar la
especie de L. mocytogenes en 13 serotipos: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y
7 (Seeliger, Hohne, 1979; Allerberger, 2003)

Seguln la estructura filogenética de L. monocytogenes, encontramos tres divisiones genéticas,

que se representan por tres linajes: el linaje I contiene serotipos 4b, 1/2b, 3b, 4d , 4e y 7; dentro
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de este linaje se encuentran todas las cepas epidémicas de brotes y casos de listeriosis humanas
clinicas y transmitidas a traves de los alimentos (Tabla 9). El linaje 11, serotipos 1/2a,1/2c, 3a 'y
3c; contiene aislamientos de casos en humanos y en animales y el linaje I11 incluye tres grupos,
[1IA, 1B y HIC y los serotipos 4a , 4c y 4b, este linaje estd asociado con aislamiento de
animales (Ragon y cols., 2008; Velge, Roche, 2010).

Tabla 9. Serotipos mas destacados pertenecientes a las diferentes especies de Listeria

Especie Serovariedad

{. monocytogenas Voa, ¥ab, Yac, 3a, 3b, 3c, 4a, dab, 4b, 4c¢, 4d, de, "T"
L. ivanovii 5

L. innocua 4ab, Ga, 6b, In®

L. waoishimari Ba, 6b

L. sealigeri b, 4, 4d, 6b. In

Se ha observado que los serotipos de L. monocytogenes 1/ 2a, 1/ 2b y 4b son los principales
responsables del 98% de los casos documentados de listeriosis en humanos (Jacquet y cols.,
2002; Chen y cols., 2007; Allerberger, Wagner, 2010). Los anélisis de rutina de tipificacion
serolégica de L. monocytogenes con el método tradicional de aglutinacion, tienen sus
limitaciones por coste elevado, asequibilidad, disponibilidad de los sueros, buena calidad en su
preparacion y experiencia técnica para efectuar el ensayo; estos factores hacen que la
reproducibilidad de la serotipificacion no sea siempre sea satisfactoria. Por esto se utiliza el
método de PCR mdltiple para diferenciar cuatro principales serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b,
como método alternativo de la tipificacion seroldgica de Listeria (Doumith y cols., 2004;
Doumith y cols., 2005).

En la investigacion de brotes de listeriosis, la caracterizacion de los serotipos de L.
monocytogenes proporciona una valiosa informacion, la cual permite diferenciar entre
aislamientos pertenecientes a un brote y aquellos que no forman parte del mismo vy, asi,
disminuir el nimero de cepas que necesitan ser caracterizadas por electroforesis en campo
pulsado (PFGE) (Chen y cols., 2007), prueba que tiene una mayor discriminacion. Este se
considera el método de referencia e identifica el subtipo molecular involucrado en el brote
(Doumith y cols., 2004; Ward y cols., 2008; Gilmour y cols., 2010).

7. EPIDEMIOLOGIA

La listeriosis humana afecta més frecuentemente a las personas con enfermedades graves
subyacentes e inmunodeprimidos, los ancianos, las mujeres embarazadas, y neonatos. Sin
embargo, los pacientes sin factores de riesgo y aparentemente sanos también pueden infectarse
(Lamont y cols., 2011). Los individuos con mayor riesgo de contraer listeriosis incluyen

aquellos con neoplasias malignas 0 que se someten a terapia inmunosupresora. Otras causas
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predisponentes son presencia de agentes para reducir el &cido del estomago, SIDA, el
alcoholismo, enfermedad hepética alcohodlica, diabetes y los destinatarios de las vélvulas
cardiacas protésicas o juntas de articulacion. La enfermedad afecta con mas frecuencia en el
torrente sanguineo, el Utero durante el embarazo, o el sistema nervioso central (McLauchlin y
cols., 2014; Allerberger, Huhulescu, 2015).

La listeriosis es una enfermedad infecciosa relativamente rara. En 2013, la incidencia de
listeriosis fue de tres por millon en los EE.UU, cuatro por millén en Austria y seis por millén en
Alemania (Crim y col.,, 2014). La bacteremia originada por Listeria ha aumentado
considerablemente en pacientes ancianos e inmunodeprimidos en las Ultimas décadas en la
mayoria de los paises europeos, sin embargo, no se ha producido ningin aumento significativo
de listeriosis asociada al embarazo; la incidencia anual es de aproximadamente tres casos por
cada 100.000 recién nacidos (Allerberger, Wagner, 2010). En Austria, de aproximadamente
70.000 partos por afio, se producen 2-3 casos de listeriosis; en Alemania con 680.000
nacimientos cada afio hay 20-30 casos cada afio. La incidencia de listeriosis asociada al
embarazo en algunas zonas de vigilancia activa de EE. Actualmente es de unos 50-100 casos de
aproximadamente 4 millones de nacimientos por afio. En cuanto a las embarazadas espafiolas, se
estimo un caso de cada 8000 embarazos.

La aparicion de la listeriosis humana puede estar influenciada por algunos patrones sociales,
por ejemplo, Gillespie y cols., (2010) han demostrado que la incidencia de listeriosis humana
ha sido mayor en zonas mas desfavorecidas de Inglaterra en comparacién con otras mas ricas, y
aquellos afectados eran mas propensos a comprar alimentos en pequefios establecimientos o
directamente de servicios locales (panaderos, carniceros, pescaderos y fruterias) (Allerberger,
Steliana, 2015).

En Espafia, un estudio descriptivo retrospectivo sobre los casos de listeriosis ocurridos entre
2001-2007 (Tabla 10), recogié la informacién epidemioldgica de 1242 casos de listeriosis, 1o
gue supone una tasa de incidencia media de 0,56 casos por 100.000 habitantes y afio
(Parrilla,vVaqué, 2014). La incidencia ha mostrado una tendencia anual ascendente
estadisticamente significativa (p <0,001), y ha sido muy superior a la notificada en Espafia
(0,16) mediante el Sistema de Informacion Microbioldgica, de caracter voluntario, lo que
evidencia la infradeclaracion existente. Por grupos de edad, gran parte de los casos se situaron
en las etapas extremas de la vida: el 55,48% en personas de >60 afios y el 16,20% en nifios/as de
0-4 afios. La tasa de incidencia fue de 0,99 y 1,36 casos por 100.000 habitantes/afio en las
personas de >60 afios y 0-4 afios, respectivamente. Uno de cada cinco casos de listeriosis eran
neonatos 0 mujeres gestantes, en los que, la meningitis y/o sepsis fue la manifestacion clinica
mas relevante (Parrilla, 2011).

La inclusién de la listeriosis en el Sistema de Enfermedades de Declaracion Obligatoria, lo cual

ha ocurrido recientemente (Orden SS1/445/2015, de 9 de marzo, que en su anexo | incluye la
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listeriosis como EDOQ), permitira dimensionar su presencia, asi como conocer las caracteristicas

de la afectacién humana y mejorar su prevencion y control.

Tabla 10. Incidencia de listeriosis en las diferentes comounidades autbnomas espafiolas entre los afios
2001-2007.

Comunidad 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 Total Casos Casos. Casos Total
autonoma declarados aportados publicados
Andalucia 26 10 31 29 45 46 50 237 201 0 36 237
Aragon 6 2 3 4 11 11 6 43 0 43 0 43
Asturias 2 2 2 4 9 8 11 38 28 0 10 38
Canarias 4 4 4 11 10 9 6 48 48 0 0 48
Catalufia 45 39 47 102 56 57 36 382 382 0 0 382
Extremadura 3 4 1 3 5 7 6 29 0 29 0 29
Galicia 14 8 21 22 23 23 35 151 0 151 0 151
Madrid PS 18 25 21 9 16 8 120 102 0 18 120
Navarra 3 3 6 3 7 4 7 33 18 0 15 33
Pais Vasco 20 22 13 23 24 22 28 152 152 0 0 152
La Rioja 1 0 2 2 0 1 3 S 0 9 0 9
Melilla 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 147 112 155 224 199 209 196 1242 931 232 79 1242

8. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LISTERIOSIS

Como se ha mencionado anteriormente, dentro de las especies del género Listeria, es destacable
L. monocytogenes como organismo patégeno para el ser humano, convirtiéndose en el agente

causante de listeriosis humana, una infeccion potencialmente fatal (Allerberger, Wagner, 2010).

Debido a la amplia distribucion de L. monocytogenes, pueden darse varias formas de
transmision de la enfermedad en humanos. La principal via de transmision es indirecta,
mediante el consumo de alimentos contaminados. También se puede considerar a la listeriosis
COmo una zoonosis, ya que ciertas poblaciones como veterinarios, trabajadores de granja o
mataderos, pueden contaminarse por contacto directo, mediante animales infectados, materiales
de origen animal o secreciones infectadas con Listeria. Ademas, existen evidencias de casos de
infeccion cruzada entre recién nacidos, presentdndose también como una enfermedad
nosocomial. En este caso la transmision seria a través de la leche materna contaminada o bien, a

través del personal, instalaciones y equipos del hospital ( Hof y cols., 2001; Allerberger, 2007)

La Listeriosis puede clasificarse segun el grado de afectacion a la salud del individuo, como

listeriosis invasiva y no invasiva (Nightingale y cols., 2005; Disson y cols., 2008) y también es
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posible diferenciarlas en funcion del tipo de individuo afectado como Listeriosis perinatal o
bien, listeriosis en pacientes adultos. Entre las manifestaciones clinicas méas frecuentes que

presenta dicha enfermedad, se encuentran:

* Gastroenteritis aguda febril

La gastroenteritis febril es la manifestacion propia en una persona inmunocompetente; se suele
producir tras la ingestién de un gran in6culo de bacterias mediante el alimento contaminado.
(Ooi, Lorber, 2005). Los sintomas incluyen fiebre, diarrea acuosa, nduseas, vomitos, dolor de
cabeza y dolores en las articulaciones y musculos (Berrada y cols., 2006; Todd, Notermans,
2011). La duracién tipica de los sintomas es de dos a tres dias y la recuperacion es generalmente
completa. En un inmunocompetente no es necesario tratar el cuadro, ya que muchas veces es

asintomatico (Olivares, 2009).

¢ Infecciones durante el embarazo

En embarazadas las infecciones son clinicamente leves o asintomaticas, pero cursan con
bacteriemia de modo que se pueden presentar sintomas inespecificos como fiebre, escalofrios,
dolor lumbar o configurar un cuadro tipo gripal, que es una de las manifestaciones mas
frecuentes. Por fortuna, el compromiso del SNC es poco frecuente en las embarazadas, pero la
infeccion fetal y neonatal es grave y su mortalidad puede llegar a 20 6 30% (Janakiraman, 2008)
El riesgo de las mujeres embarazadas de contraer listeriosis en comparacion con las mujeres no
embarazadas en edad fértil de la misma edad es mucho mayor (Goulet y cols., 2012; Pouillot y
cols., 2012). La infeccion se disemina desde el sistema circulatorio materno hacia el feto,

probablemente a través de la placenta (Disson y cols., 2008).

La mayoria de las infecciones maternas ocurren durante el tercer trimestre del embarazo, ya que
la inmunidad de células T esta mas reducida, pero pueden ocurrir durante toda la gestacion (Al-
Tawfiqg, 2008). La listeriosis durante el embarazo supone una seria amenaza para el bebé,
pudiendo producir abortos y la muerte fetal (Todd, Notermans, 2011). El grado de severidad
depende de la edad gestacional en el momento de la infeccion, cuanto mas pronto se dé,

menores seran las posibilidades de supervivencia (Lallemand y cols., 1992; Kaur y cols., 2007).

- Cuando se produce antes del tercer trimestre por lo general resulta en una muerte intrauterina.
El feto desarrolla una infeccion grave y multisistémica, resultado de la transmision
transplacentaria, que involucra érganos internos (higado, bazo, pulmones, rifiones, cerebro), con
la formacion generalizada de lesiones granulomatosas, sobre todo en el higado y placenta. Esta
condicion es Ilamada granulomatosis infantiséptica y suele provocar la muerte del feto antes o

justo después del nacimiento (Lorber, 2010). Cuando la infeccion tiene lugar en el tercer
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trimestre, puede dar lugar también a la muerte intrauterina o bien, la entrega de un neonato
gravemente enfermo. Este tipo de listeriosis neonatal, se conoce como infeccion de aparicion
temprana, con sintomas que ocurren en la primera semana de vida. En este caso hay un inicio
temprano de sepsis en el recién nacido que se caracteriza por signos inespecificos de la
infeccion y por ser prematuro. Las lesiones cutaneas pueden estar presentes (Figura 8), a veces
con granulomas y el recién nacido puede tener convulsiones, insuficiencia respiratoria y

aquellos que sobreviven suelen presentar secuelas a largo plazo, especialmente aquellos de

partos prematuros o con afectacién del sistema nervioso central (Vazquez- Boland, 2001;
Allerberger, Huhulescu, 2015)

Figura 8. Granulomatosis Infantiséptica. Se aprecian
granulomas multiorganicos manifestandose en la piel,
del tamafio de la cabeza de un alfiler. Se tratan de
nodulos de color blanco-amarillento y con un halo rojo
(Allerberger, Huhulescu, 2015).

-Si los sintomas se producen a partir del octavo dia y hasta 4 semanas después del nacimiento,
se trata de una listeriosis neonatal de aparicion tardia. Los bebés con inicio tardio de la infeccion
generalmente nacen a término y es probable que el momento de infeccidn ocurra durante el
paso por el canal del parto o desde el entorno post-natal. Este tipo de listeriosis se caracteriza
por compromiso del SNC, de hecho, listeria monocytogenes es una de las tres principales causas
de meningitis bacteriana en neonatos. Esto da lugar al desarrollo de meningitis, y en ocasiones
de neumonia. Sin embargo, con un tratamiento adecuado, el cuadro presenta un mejor

prondstico que la listeriosis neonatal de aparicion temprana (Jackson y cols., 2010).

* Sepsis sin foco evidente

La bacteriemia sin foco evidente es la manifestacion mas frecuente en inmunocomprometidos y
ancianos. Los sintomas son similares a los de cualquier otra causa de bacteriemia: fiebre,
mialgias, prédromo con diarrea y nduseas (Olivares, 2009). El choque séptico puede
desarrollarse y afectar al cerebro y meninges, conduciendo a la meningoencefalitis o encefalitis.
Esto ultimo es mas frecuente en personas asociadas a condiciones debilitantes subyacentes

graves (McLauchlin y cols., 2014).
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¢ Infeccion del sistema nervioso central

La infeccion del SNC por Listeria que se manifiesta con mayor frecuencia es la
meningoencefalitis. Existen adem&s otras como cerebritis, abscesos cerebrales vy
romboencefalitis, pero son menos comunes.

Meningoencefalitis - ocurre con mayor frecuencia en los recién nacidos después de tres dias de

edad y en adultos inmunocomprometidos y ancianos. El inicio de la meningoencefalitis, puede
ser repentino o agudo, con fiebre, intenso dolor de cabeza, nauseas, vomitos y signos de
irritacion meningea, o puede ser subaguda, particularmente en una inmunocomprometido o
ancianos, con signos neuroldgicos focales. Estos incluyen anormalidades craneales, ataxia,
temblores, hemiplejia, sordera, convulsiones e incluso fluctuaciones en el nivel de la conciencia

(Mylonakis y cols., 1998; Brouwer y cols., 2006).

Cerebritis - resulta de la invasién hematdgena directa del parénguima cerebral, por lo general
con poca 0 ninguna participacién de las meninges (Figura 9). Sin embargo, los sindromes de

meningitis y encefalitis pueden ocurrir también. La presentacion clinica de la encefalitis va de

fiebre y dolor de cabeza hasta hemiplejia y se asemeja a un accidente cerebrovascular (Watson y
cols., 1978).

Figura 9. Infeccion del SNC por
Listeria. (Olivares, 2009).

Rombencefalitis - se trata de una encefalitis que compromete el tronco cerebral y /o el cerebelo.
Es una rara manifestacion de la infeccion por Listeria que ocurre tipicamente en individuos
sanos a través del consumo de alimentos contaminados (Kleemann y cols., 2009). La
rombencefalitis a menudo sigue un curso bifasico, comenzando con dolor de cabeza, fiebre,
nduseas y vomitos, seguidos de varios dias por pardlisis de los nervios craneales, ataxia,
temblores y otros signos cerebelosos. Ademas produce disminucion de la conciencia, y
posiblemente convulsiones y hemiparesia. Casi la mitad desarrollan insuficiencia respiratoria

(Moragas y cols., 2011).
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« Otras infecciones mas raras denominadas infecciones focales

Las infecciones focales por Listeria son muy poco frecuentes, la mayoria de estas infecciones
focales no tienen caracteristicas distintivas (Mylonakis y cols., 1998), pero tienden a ocurrir en
mayor medida en personas inmunodeprimidas, entre ellas destacan:

* Infecciones de la piel o de los ojos, como resultado de una exposicion ocupacional directa en
veterinarios, agricultores y trabajadores de laboratorio, pero no suelen ser muy frecuentes.

» Otras complicaciones pueden ser el sindrome oculoglandular, linfadenitis, neumonia,
empiema, dermatitis, miocarditis, endocarditis en pacientes con lesiones cardiacas subyacentes
0 bien, con valvulas cardiacas protésicas, artritis séptica, osteomielitis, infeccion de la
articulacion protésica, fascitis necrotizante (Kowalski, Agger, 2009) artritis e infeccion del
injerto protésico, incluyendo fistulas de dialisis (Zeitlin y cols., 1982).

* Abcesos cerebrales y espinales (Eckburg, Montoya, 2001).

* La peritonitis puede ocurrir en pacientes tratados con dialisis peritoneal continua ambulatoria y

aquellos con cirrosis (Dylewski, 1996).

8.1 PERIODO DE INCUBACION

El periodo de incubacion de la gastroenteritis por Listeria es mas corto que el periodo de
incubacion de la enfermedad invasiva (Ooi, Lorber, 2005). Para la gastroenteritis, el periodo de
incubacion promedio es de 24 horas, con un intervalo de horas a 6-10 dias aproximadamente,
después de haber ingerido una dosis alta del patdgeno a través de alimentos. Para la listeriosis
invasiva el periodo de incubaciéon promedio es de 21 dias (Allerberger, Wagner, 2010). Los
datos de investigaciones de brotes e informes de casos recientes, han mostrado algunas
diferencias en los periodos de incubacion de distintas formas de listeriosis invasiva. Seguin esos
estudios, el periodo de incubacion de listeriosis asociada a embarazo puede variar entre 17-67
dias aproximadamente. En el caso de bacteremia suele encontrarse entre 1-12 dias y en caso de

meningitis, puede variar entre 1y 14 dias (King y cols., 2013).

8.2 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la infeccion por Listeria puede sospecharse a partir de los hallazgos clinicos.
No hay forma clinica para distinguir la infeccién provocada por Listeria de muchas otras
enfermedades infecciosas que pueden conducir a la fiebre y sintomas constitucionales Shetty y
cols., 2009). Como resultado, el diagnéstico sélo puede establecerse mediante el cultivo del
organismo a partir del liquido cefalorraquideo o la sangre. Para llegar al diagnéstico es
importante tener un alto grado de sospecha clinica y buscar el antecedente epidemiol6gico de
consumo de alimentos sospechosos, sobre todo lacteos, especialmente en el contexto de

pacientes inmunodeprimidos o embarazadas. Por este motivo la obtencién de hemocultivos
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deben ser considerados en cualquier mujer embarazada con sintomas febriles, cuando no hay
una explicacion alternativa y evidente. Ademas el cultivo vaginal o cultivos de heces no son
atiles en el diagndstico, debido a que algunas de las mujeres son portadoras asintomaticas
(Jankiraman, 2008). L. monocytogenes se pueden cultivar facilmente a partir de especimenes
clinicos tales como sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido amnidtico, placenta,
meconio, loquios, lavados géstricos o hisopos para los oidos de los recién nacidos, mediante
siembra directa del material en placas de agar sangre y e incubandose durante una noche a 35

grados en atmdsfera ambiente (Armstrong, Brainstem, 1993; Olivares, 2009).

-En la mayoria de los estudios de meningitis por Listeria, el analisis del LCR revela una
pleocitosis que se relaciona tipicamente con una elevacién moderada en la concentracion de
proteinas y puede estar asociada con una baja concentracion de glucosa. La infeccion por
Listeria es la principal causa de meningitis bacteriana (no tuberculosa) en la que se puede

encontrar un numero de linfocitos en el LCR (> 25 por ciento) (Mylonakis y col., 1998).

- En cuanto a la romboencefalitis, la mayoria de los casos ocurren en adultos previamente sanos;
no hay casos registrados en lactantes. El diagndéstico diferencial de rombencefalitis incluye una
serie de enfermedades infecciosas y no infecciosas (Kayaaslan y cols., 2009). Aunque Listeria
monocytogenes es la causa infecciosa mas comin de rombencefalitis, el analisis del liquido
cefalorraquideo (LCR) a menudo revela sélo alteraciones leves, lo que puede retrasar el
diagnéstico (Armstrong, Fung, 1993). Los cultivos de liquido cefalorraquideo son positivos en

40% de los casos y los hemocultivos, en 60 a 70% de ellos.

-En el caso de cerebritis, los hemocultivos a menudo son positivos y los niveles de glucosa en

LCR son normales en dos tercios de los casos.

-La PCR es la Unica prueba utilizada para la deteccién rapida de L. monocytogenes en muestras
clinicas. El ensayo de PCR es particularmente (til cuando la administracion previa de los

agentes antimicrobianos es susceptible de comprometer los cultivos (Shetty y cols., 2009).

-El cultivo de heces para la Listeria no esta indicado en pacientes con listeriosis sistémica. Sin
embargo, es un buen método en pacientes con sospecha de gastroenteritis por Listeria, o cuando
se investiga un brote de listeriosis. Se deben utilizar medios selectivos especiales ya que, los

cultivos de rutina para los patégenos entéricos, no soportan el crecimiento de Listeria.
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8. 3TRATAMIENTO

Existen dos factores que dificultan el tratamiento de la listeriosis: primero, los pacientes
afectados generalmente son inmunocomprometidos, por lo tanto, presentan cuadros atipicos.
Segundo, el ciclo de vida intracelular y la formacidn de granulomas en los tejidos dificultan una
rapida respuesta al antibiotico, ya que se requieren altas concentraciones intracelulares.

El tratamiento mas recomendado es la combinacion sinérgica de dos antibiéticos; ampicilina o
penicilina, mas gentamicina, por via intravenosa (Hof, 2003). La eficacia clinica de penicilina'y
ampicilina es solamente bacteriostatica contra L. monocytogenes, dandole importancia a los
propios mecanismos de defensa celular del cuerpo. El uso de gentamicina como coadyuvante no
debe ser prescrito para mujeres embarazadas, debido a que puede provocar efectos tertogénicos
(Jacobson, 2008). No obstante, Listeria monocytogenes es sensible a muchos méas antibioticos,
de ahi que sea posible el uso de alternativas. Sin embargo, presenta resistencia frente a las
cefalosporinas de tercera generacion, que son medicamentos de primera linea frente a la
meningitis (Lungu y cols., 2011).

En caso de alergia se recomiendan cotrimoxazol y trimetroprim (Tunkel y cols., 2004). Sin
embargo, el clotrimoxazol no debe ser utilizado en el primer trimestre de embarazo, ya que
puede limitar la interrupcién del metabolismo del &cido folico y provocar defectos en el tubo
neural, ni en el tercer trimestre por riesgo de kernicterus (Lamont y cols., 2011) en embarazadas
se podria utilizar vancomicina o0 meropenem por via intravenosa (Temple, Nahata, 2000; Liny
cols., 2013). Algunos de las alternativas que podrian hacer frente a L. monocytogenes, serian
Linezolid, macrolidos, meropenem, vancomicina y rifampicina, sin embargo su utilizaciéon y
eficacia son inciertas y han dado lugar a polémica (Allerberger, Dierich, 1992).

En cuanto a la duracién de la terapia, en pacientes inmunocompetentes se recomienda dos
semanas en bacteriemias y entre dos semanas y cuatro semanas en caso de infeccion del SNC.
En pacientes inmunocomprometidos el tratamiento se prolonga entre tres y seis semanas en
cuadros de bacteriemia y entre cuatro y ocho semanas en infecciones del sistema nervioso
central. (Olivares, 2009).

CONCLUSIONES

1. Listeria monocytogenes es un patdgeno intracelular facultativo que provoca infeccion
intestinal, y enfermedades invasivas como meningitis y bacteriemia. Los principales grupos de
riesgo son embarazadas, neonatos e inmunodeprimidos.

2. Si bien la incidencia no es muy alta, se debe conceder mayor importancia a Listeria
monocytogenes por su alta tasa de mortalidad, asi como a la morbilidad de algunas de la

enfermedades que produce.
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3. En los ultimos afios se esta registrando un incremento de los casos, motivado por el
consumo de alimentos precocinados y listos para el consumo y a su declaracion como EDO en
paises europeos.

4. Dada la wvulnerabilidad de neonatos y nifios menores de tres afios, el control
microbioldgico de los alimentos para lactantes es de los més exhaustivos, equiparandose al de
los alimentos para usos médicos especiales. El control de Listeria se debe efectuar durante todo
el proceso del alimento, desde su produccion por las empresas alimentarias y durante toda la
vida util del producto comercializado.

5. La declaracion de la listeriosis como EDO en Espafia, al igual que ya se habia hecho en la
mayoria de los paises europeos y en Andalucia, contribuird a tener un mayor control

epidemioldgico.
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