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Introduccion

La listeriosis es una patologia
producida por bacterias del género
Listeria. Después de los recientes
brotes producidos por sandwiches
contaminados en hospitales y cole-
gios en el Reino Unido, asi como
después del informe de la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), en el que se indica el incre-
mento de la listeriosis humana en la
Unién Europea, estimamos que la
profesion veterinaria representa el
principal pilar para la deteccion y
control de esta patologia. La identi-
ficacion precoz de los casos de lis-
teriosis animal, asi como la detec-
cion de Listeria como agente de
infeccion primario y secundario en
los alimentos de muy diversos ori-
genes, son los dos elementos clave
para que la lucha contra estas bac-
terias sea efectiva.

Durante muchos afos, el aisla-
miento de Listeria fue muy infre-
cuente, y la epidemiologia de la
enfermedad una auténtica incogni-
ta. Sin embargo, a partir finales de
los afos setenta, el nimero de ais-
lamientos comenzé a incrementar-
se, y a partir de los afos ochenta la
presentacion de brotes epidémicos
humanos en Europa y los Estados
Unidos permitié asociarlos por pri-
mera vez directamente con el con-
sumo de alimentos contaminados
con L. monocytogenes. Los alimen-
tos implicados con mayor frecuen-
cia en los brotes de listeriosis en el
hombre son los productos elabora-
dos que no necesitan coccion antes
de su consumo, como patés, pesca-
do ahumado, quesos frescos y ensa-
ladas.

El agravante es que Listeria sobrevive, como

hemos senalado anteriormente, a los procesos de ela-
boracién de la industria alimentaria, siendo ademas
capaz de proliferar en condiciones de refrigeracion.
De esta forma, Listeria puede alcanzar en poco tiem-
po una elevada carga en los alimentos y producir
casos de listeriosis en los individuos que los consu-
men. La mortalidad de la listeriosis da lugar a unos

“Los alimentos
implicados con
mayor frecuencia en
los brotes de
listeriosis en el
hombre son los

productos elaborados
que no necesitan
coccion antes de su
consumo, como
pates, pescado
ahumado, quesos
frescos y ensaladas”

indices que llegan a ser de hasta el
30% en algunos brotes en la pobla-
cién humana. Estos afectan princi-
palmente a aquellos individuos que
presentan inmunodepresion, ya sea
fisiologica (por edad muy tempra-
na o avanzada), infecciosa (virus
inmunodepresores y patologias sis-
témicas avanzadas) o iatrogénica
(p. €j. inmunodepresién pretrans-
plante o quimioterapia). Listeria es,
por tanto, origen de gran preocupa-
cion por parte de la Industria Ali-
mentaria y las Administraciones de
Salud Pdblica y Sanidad Animal.
Mucho antes del reconocimien-
to de Listeria como contaminante
alimentario, esta bacteria era utili-
zada como modelo de parasito
intracelular por los inmundlogos.
Desde los trabajos realizados por
Mackaness en los afios sesenta Lis-
teria ha sido esencial para la com-
prensién de los mecanismos celu-
lares del sistema inmune, y ha
servido como base para compren-

Hepatitis piogranumolamtosa extensa en un cordero infectado
experimentalmente con L. ivanovii (Clin. Microbiol. Rev. 2001)



der conceptos basicos de su
funcionamiento. Sirva como
ejemplo que la utilizacién de
Listeria en el modelo de infec-
cién murino ha servido para
desvelar la importancia de los
macro6fagos activados para la
defensa frente a  pardsitos
intracelulares o la funcién del
linfocito T en la activacion del

macréfago y la inmunidad
celular.

La aparicion de los brotes de
listeriosis en los anos ochenta y
su incidencia en la Sociedad y
Autoridades Sanitarias coinci-
di6 en el tiempo con la prime-
ras investigaciones acerca de

los determinantes moleculares
implicados en la patogénesis de
Listeria. Lo primero que llamo
la atencién a los investigadores
fue que L. monocytogenes pre-
sentaba actividad hemolitica
mientras que las especies no patégenas del género
(exceptuando L. seeligeri) no eran hemoliticas. Los
estudios llevaron al clonaje del gen de la hemolisi-
na, hly, el primer factor de virulencia bacteriano al
que se le pudo atribuir una funcion especifica en la
patogénesis de la infeccion: la disrupcién de la mem-
brana vacuolar tras la entrada de la bacteria en la
célula eucariota. Este paso es trascendental para la
virulencia de Listeria, ya que solamente es capaz de
multiplicarse una vez que alcanza el citoplasma de
la célula infectada, como veremos mas adelante. Por
tanto, Hly de Listeria fue, ademads, el primer factor al
que se le asigné una funcién critica en la prolifera-
cion de un parasito intracelular en el interior de la
célula eucariota.

A partir de entonces, Listeria ha sido ampliamen-
te estudiada como modelo de patégeno intracelular
hasta el punto de que, hoy en dia, ocupa un puesto
privilegiado dentro de la investigacién biomédica que
va mas alld de la microbiologia o las enfermedades
infecciosas. Listeria ha contribuido de forma deter-
minante a la comprensién de los mecanismos mas
basicos de la biologia fundamental. No olvidemos
que el concepto actual del control y la dindmica del
citoesqueleto de actina de las células eucariotas,
imprescindible para comprender fenémenos como la
migracién linfocitaria, metastatizacién tumoral o
embriogénesis, se debe en gran medida a los traba-
jos realizados con ActA de Listeria.

Como fruto de esta investigacion bdsica, el estu-
dio de este patégeno ha revelado su aplicacion bio-
médica y ha permitido la utilizacién de Listeria como
vector vacunal frente a diversas patologias. Asi, esta
bacteria ya ha mostrado ser efectiva en modelos expe-
rimentales frente a otros agentes bacterianos (Salmo-
nella, Legionella), viricos (HIV, CDV) e incluso pato-
logias de origen a priori no infeccioso como el
carcinoma colorectal y carcinoma renal.

Multiplicacion intracelular de L. monocytogenes. A y B. Las bacterias son destruidas
por la célula huesped. Se observan restos bacterianos en el compartimento
intracelular. C. L. monocytogenes ha escapado del compartimento vacuolar, y se
multiplica en el citoplasma de la célula parasitada (B. Gonzalez Zorn)

El genero listeria

En 1926, Murray et al. describen por primera vez
a Bacillus monocytogenes como el agente causal de
un brote que afect6 a las cobayas y conejos de su
laboratorio en la Universidad de Cambridge. El pro-
ceso se caracterizaba por la presencia de lesiones
necréticas en higado, acompanadas de leucocitosis
mononuclear (monocitosis). Coincidiendo en el tiem-
po, Pirie aislaba en 1927 durante sus estudios sobre
la Tiger River Disease en Africa del Sur, una bacteria
a partir de focos necréticos del gerbo que denomind
Listerella hepatolytica. No fue hasta 1940 que el pro-
pio Pirie designé a este agente con su nombre actual,
Listeria. monocytogenes.

L. monocytogenes ha sido durante mucho tiempo
(1926-1974) la Gnica especie reconocida dentro del
género Listeria. La octava edicion del Manual de Ber-
gey (1974) amplio oficialmente el género a cuatro
especies, anadiendo tres no patégenas: L. denitrificans,
L. grayiy L. murrayi (descritas en 1963, 1966 y 1971,
respectivamente). Sin embargo, la especie L. monocy-
togenes seguia definida como sensu lato e incluia
cepas hemoliticas patégenas y no hemoliticas apaté-
genas, lo que implicaba la imposibilidad de diferen-
ciar taxonémicamente cepas de origen epidémico de
las apatégenas aisladas del medio ambiente. L.
monocytogenes sensu lato fue dividida en 1982 como
consecuencia de un andlisis fenotipico y epidemiol6-
gico detallado y el desarrollo de técnicas de hibrida-
cién ADN-ADN, en 5 especies: L. monocytogenes
sensu stricto, débilmente hemolitica y patégena, L.
seeligeri, débilmente hemolitica y apatégena; L. inno-
cua y L. welshimeri, no hemoliticas y apatégenas; y
un grupo que incluia las cepas de L. monocytogenes
serovar 5, fuertemente hemoliticas y patégenas.

En 1962, el bdlgaro Ivan Ivanov habia aislado a
partir de infecciones perinatales y abortos ovinos, una




bacteria que bautiz6 con el
nombre de Listeria bulgarica. En
1975 Ivanov sugiri6 que estas
bacterias debian formar oficial-
mente una nueva especie den-
tro del género Listeria. Sin
embargo, en 1982, pasaron a
constituir el serovar 5 de L.
monocytogenes. El reconoci-
miento oficial de una nueva
especie denominada L. ivanovii
para estas cepas del serovar 5 se
realizé en 1984 bajo propuesta
de Seeliger et al. (1982; 1984).
En 1992, Boerlin et al. demues-
tran que L. ivanovii contiene dos
subespecies: L. ivanovii subsp.
ivanovii 'y L. ivanovii subsp. lon-
doniensis, ambas patégenas y
fuertemente hemoliticas, pero
con alguna caracteristica bio-
quimica diferencial, como la
produccién de acido a partir de N-acetil-"-manosa-
mina y la incapacidad de producir 4cido a partir de
la ribosa por parte de la subsp. londoniensis.

Actualmente el género Listeria estd compuesto por
dos especies potencialmente patdgenas, L. monocy-
togenes y L. ivanovii, y cuatro apatégenas, L. seelige-
ri, L. innocua, L. welshimeri'y L. grayi. Los andlisis de
16S rRNA muestran una relacion filogenética de Lis-
teria con Streptococcus, mientras que los estudios que
utilizaron la secuencia de 23S rRNA agrupan al géne-
ro junto a los géneros Bacillus y Staphylococcus.

L. monocytogenes se puede cla-
sificar en 13 serotipos diferentes y
algunos métodos genéticos diferen-
cian mas de 100 subtipos de esta
especie. Los 13 serotipos estan basa-
dos en las variaciones de los antige-
nos somaticos (O) y flagelares (H)
detectadas mediante anticuerpos.

Los primeros casos de listeriosis
humana fueron descritos por
Nyfeldt en 1929 a partir de pacien-
tes con septicemia generalizada,
mientras que Schultz et al. realiza-
ron el primer aislamiento a partir de
lesiones petequiales en rombencé-
falo de pacientes con meningoen-
cefalitis. Burn fue el primero en des-
cribir en 1935 la “granulomatosis
infantiseptica”, la presentacién mas
caracteristica de la infeccién neo-
natal por Listeria. Los primeros casos
de listeriosis en rumiantes se descri-
bieron por Gill en 1933 y 1937, ais-
lando un microorganismo a partir
del encéfalo de ganado ovino al que
denomind Listerella ovis. Los anima-
les cursaban con una sintomatolo-
gia nerviosa caracterizada por inco-
ordinacion y torneo, lo que le llevé

Manifestacion clinica tipica de meningoencefalitis causada por L. monocytogenes
en oveja. En una primera etapa se observa torticolis involuntaria y marcha en
circulos (Clin. Microbiol. Rev. 2001)

“Despues del informe
de la Rgencia
Europea de
Seguridad
Alimentaria (EFSA],
en el que se indica el
incremento de las
listeriosis humanas
en la Union Europea,
estimamos que la
profesion veterinaria
representa el
principal pilar para la
deteccion y control
de esta patologia”

a denominar a la enfermedad circling disease, que es
la presentacién mds caracteristica de la listeriosis en
rumiantes.

Desde el punto de vista microbiolégico el género
Listeria estd compuesto por bacilos Gram-positivos
cortos regulares y de extremos redondeados con una
longitud entre 0,5-2 ym y un didmetro entre 0,4-0,5
pm. Son bacterias anaerobias facultativas y no tienen
capacidad de formar capsula ni esporas. Su tempera-
tura optima de crecimiento oscila entre 1 y 43°C,
pudiendo crecer, por lo tanto, a temperaturas de refri-
geracion. El rango de pH permisivo
para Listeria se encuentra definido
entre 5y 9, pudiendo tolerar medios
con una concentracién de 10% de
clorurosédico. Sumovilidad depen-
de de la temperatura, con un rango
6ptimo entre 5 y 20°C, expresando
flagelos peritricos en toda su super-
ficie entre 20 y 22°C y siendo inmo-
vil a 37°C.

En medios de cultivo sélidos
ricos en nutrientes,y tras una incu-
bacion de 24-48 horas a 37°C, for-
man colonias redondas, translici-
das y ligeramente convexas, con un
diametro entre 0,5-1,5 pm. Listeria
puede cultivarse bien en agar-san-
gre, BHI o en medios selectivos
como LSAM o ALOA.

Las bacterias del género Listeria
se encuentran ampliamente distri-
buidas en el medio ambiente, sien-
do algunas de ellas patégenas para
los animales. Debido a su ubicui-
dad, Listeria se puede incorporar
facilmente a la cadena alimentaria
a través de las materias primas uti-
lizadas en la elaboracion de alimen-
tos. La listeriosis es una zoonosis



En una fase posterior a la imagen anterior, observamos postracion, incoordinacion
y pedaleo. El prondstico en estos casos es fatal (Clin. Microbiol. Rev. 2001)

que afecta a mas de 50 especies animales, incluyen-
do los principales animales domésticos y el hombre.
Entre los hospedadores naturales de Listeria se
encuentran una amplia variedad de vertebrados,
incluyendo aves silvestres y mamiferos, entre los que
destacan los rumiantes domésticos.

La listeriosis es una de la enfermedades de trans-
mision alimentaria con mayor tasa de mortalidad,
entre 20 y 30%, lo que hace que sea considerada
una enfermedad prioritaria tanto en Salud Publica
como en Sanidad Animal. Como hemos menciona-
do anteriormente, la infeccion que produce Listeria
es de cardcter oportunista y afecta principalmente a
mujeres embarazadas, recién nacidos, ancianos y
adultos inmunodeprimidos, incluyendo afectados
de SIDA. La bacteria penetra via oral en el hombre
a través de alimentos, o en animales a través del
ensilado, contaminados con carga bacteriana infec-
tiva. Listeria atraviesa la barrera intestinal y puede
colonizar érganos interaccionando con el sistema
inmune del hospedador. El ciclo infectivo fecal-oral
se cierra con la eliminacion de Listeria a través de
las heces al medio natural.

Patogenesis y Ciclo infectivo

Listeria monocytogenes es un parasito intracelu-
lar facultativo que penetra en el hospedador a través
del sistema digestivo, tanto del hombre como de los
animales. En los dltimos anos se han identificado un
gran nimero de factores de virulencia involucrados
en los pasos clave del ciclo de vida intracelular de L.
monocytogenes. El ciclo de infeccién consta de cua-
tro etapas: introduccién en la célula eucariota, eva-
sion de la vacuola intracelular, polimerizacion de fila-
mentos de actina y diseminacion a la célula
adyacente.

La unién covalente de las proteinas de superficie
de la pared celular de bacterias Gram-positivas a la

célula eucariota requiere prote-
fnas con una secuencia conser-
vada LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-
Gly, donde X es cualquier
aminodacido). Por ello, en el pro-
ceso de entrada al interior de las
células del hospedador partici-
pan dos proteinas de superficie
de Listeria codificadas por el
operén inlAB, denominadas
internalina A (o InlA) e InIB, que
llevan esta secuencia. La prime-
ra interviene en la adhesion e
invasion de células epiteliales
polarizadas como las intestina-
les, mientras que InIB lo hace en
el caso de células epiteliales no
polarizadas como los hepatoci-
tos. Posteriormente se han des-
crito numerosos genes que codi-
fican para proteinas del tipo de
la internalina (in/C, inIC2, inID,
etc.). Existen otras muchas moléculas necesarias para
la invasion y/o entrada de L. monocytogenes en la
célula eucariota, entre las que se encuentran varias
autolisinas (Ami, p60, Auto), una proteina fijadora de
fibronectina (FbpA) y proteinas que también intervie-
nen en fases posteriores del ciclo intracelular como
ActA.

Una vez internalizada, la bacteria es capaz de
escapar del ambiente hostil del fagosoma gracias a la
secrecion de una proteina citolitica activa a bajo pH,
la toxina tiol-activada listeriolisina O (LLO) codifica-
da por el monocistrén hly. Ademas de esta toxina, L.
monocytogenes secreta al medio extracelular dos fos-
folipasas C asociadas con la virulencia que pueden
contribuir a dafar las membranas y a la correspon-
diente citolisis. Una de ellas, PI-PLC, tiene como sus-
trato especifico al fosfatidilinositol (PI), esta codifica-
da por plcA y es capaz de romper los anclajes
glicosil-Pl. La otra, PC-PLC, es una lecitinasa codifi-
cada por plcB, que tiene un rango mas amplio de sus-
trato, hidrolizando fosfatidilcolina, fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina. Adn no se ha podido determi-
nar si estas fosfolipasas C se comportan sélo como
factores alterantes de las membranas o si estan invo-
lucradas en los fenémenos de transduccion de sefa-
les mediante la liberacién de segundos mensajeros
lipidicos. La lecitinasa es activada y atraviesa la pared
bacteriana gracias a una metaloproteasa especifica
(Mpl) codificada por el gen mpl. La multiplicacion
intracelular precisa un transportador de hexosa-fos-
fato (Hpt) que es homologo del transportador de glu-
cosa-6-fosfato (G6P) de la célula eucariota, respon-
sable de la entrada de G6P en el reticulo
endopldsmico desde el citosol.

Una vez libre en el citoplasma de la célula, la bac-
teria se multiplica activamente. A pesar de que se tie-
nen algunas evidencias sobre la expresién diferencial
de algunos genes metabdlicos bacterianos dentro de
la célula hospedadora, los mecanismos involucrados
en la obtencién de sustratos para el crecimiento de




ahumado, embutido

ensilado

Alimentos: quesos, patés, pescado

Medio ambiente

HOMBRE ANIMALES

* Nifnos, embarazadas, ancianos
* Rumiantes

oy

Ciclo infectivo. El ciclo infectivo de la listeriosis es un ciclo oro-fecal, en que la vehiculacion a través de los alimentos
juega un papel fundamental, tanto en la listeriosis animal como en la humana.

la bacteria en el citosol no han sido determinados.
Una vez alcanzado el citoplasma, la bacteria utiliza
el citoesqueleto de la célula hospedadora para des-
plazarse en el interior de la misma. El movimiento
intracelular tiene lugar como consecuencia de un
ensamblaje direccional de monémeros de actina de
la célula hospedadora en uno de los polos de la bac-
teria, fendmeno aparentemente dirigido por la prote-
ina de superficie ActA. Hasta el momento, los meca-
nismos moleculares intimos por los que la proteina
ActA induce la polimerizacién de actina no han sido
determinados.

La polimerizacion polar de actina propulsa a L.
monocytogenes por el citoplasma en un movimiento
aleatorio que hace que finalmente algunas bacterias
alcancen la periferia de la célula infectada. All{ éstas
entran en contacto con la membrana celular, hacien-
do protrusién hacia la célula colindante en evagina-
ciones citoplasmicas que contiene en su extremo una
bacteria. Estas estructuras invasoras son fagocitadas y
la bacteria queda encerrada en un fagosoma de doble
membrana, en cuya disrupcion parece jugar un prin-
cipal papel la lecitinasa. Al ser un mecanismo que per-
mite la diseminacién de la bacteria por los tejidos del
hospedador sin entrar en contacto con los efectores
humorales del sistema inmune, este fenébmeno es cru-
cial en la patogénesis de la infeccién por Listeria.

Los genes de virulencia del patégeno intracelular
facultativo Listeria monocytogenes se expresan coor-

dinadamente bajo el control del activador transcrip-
cional PrfA. Esta proteina reguladora es absolutamen-
te indispensable para la expresion de la virulencia en
las listerias patogenas. Cualquier mutacion que afec-
te a su funcionalidad da lugar a una cepa totalmen-
te apatogena. PrfA presenta un motivo HTH en la
region C-terminal que interacciona con secuencias
palindrémicas de 14 pb, denominadas “cajas PrfA”,
situadas en posicion -41 respecto del punto de incia-
cion de la transcripcién de los factores de virulencia
controlados por esta proteina. Su gen codificante,
prfA, se encuentra en un operdn bicistrénico prece-
dido por plcA, que codifica una fosfolipasa especifi-
ca del fosfatidil inositol también implicada en la viru-
lencia. Este operén plcA-prfA se encuentra en el locus
hly, una isla cromosémica organizada alrededor del
gen de la hemolisina que aporta funciones esencia-
les para la vida intracelular. prfA se expresa a bajos
niveles de forma constitutiva, o bien de forma auto-
regulada a partir de un promotor PrfA-dependiente
que se encuentra delante de plcA.

En el afo 2001, se secuencié el genoma completo
de L. monocytogenes y se comparé con el genoma de
L. innocua, que resulto ser de mayor tamano, determi-
nandose que un 10% de los genes son diferentes en la
especie patdgena respecto de la no patégena. Poste-
riormente se han comparado los genomas completos
de otras tres cepas de L. monocytogenes, una de sero-
tipo 1/2a 'y dos de serotipo 4b, asociadas con infeccio-



nes alimentarias en Estados Unidos.
Con ello, se han llegado a identificar
genes especificos de serotipo. Ade-
mds, a partir de la secuenciacion del
genoma de L. monocytogenes se han
descubierto nuevos factores de viru-
lencia, entre los que destacan nue-
vas proteinas de superficie del tipo
de las internalinas, las sortasas SrtA
y SrtB que son transpeptidasas que
unen a la pared celular diferentes
proteinas de superficie como la inter-
nalina o una hidrolasa de sales bilia-
res (BSH) que permite a la bacteria
sobrevivir en el intestino y que no se
encuentra en L. innocua, entre otros
muchos.

Formas clinicas

Como hemos visto, L. monocytogenes y L. ivano-
vii son patégenos oportunistas y parasitos intracelu-
lares facultativos, aunque poseen caracteristicas bio-
l6gicas y patogénicas diferenciales. Mientras que L.
monocytogenes estd ampliamente distribuida en el
medio ambientey afecta al hombre, mamiferos y aves,
L. ivanovii se aisla raramente de la naturaleza y, aun-
que se ha descrito algin caso en humanos, afecta casi
exclusivamente a rumiantes, especialmente al gana-
do ovino. En sus hospedadores susceptibles induce
abortos, septicemia neonatal o enteritis, pero nunca
encefalitis, la manifestacién clinica mas tipica de la
listeriosis ovina causada por L. monocytogenes.

Las presentaciones clinicas mas caracteristicas de
la listeriosis son:
a.) Meningoencefalitis (s6lo L. monocytogenes): se

trata de la presentacion mas frecuente de la liste-

“Afecta
principalmente a
aquellos individuos
que presentan

inmunodepresion,

ya sea fisiologica,
infecciosa o
iatrogenica”

riosis en humanos adultos y ganado
ovino. En el hombre se instaura en
forma de meningitis o meningoen-
cefalitis, cursando con fiebre, ata-
xia, depresion y estado mental alte-
rado, y que puede llegar al comay
la muerte si no se instaura tratamien-
to. En ganado ovino la infeccion del
sistema nervioso central suele afec-
tar primariamente al rombencéfalo
con afectacion meningea secunda-
ria a la invasion del tejido nervioso,

y cursa con nistagmo, ataxia, y tor-

ticolis. Los animales presentan mar-

cha en circulos que evoluciona a

postracion y pedaleo, movimiento
paroxistico de las extremidades y muerte.

b.) Forma perinatal: la infeccion del feto es transpla-
centaria y se establece durante el Gltimo tercio de
la gestacion, siendo la consecuencia mas frecuen-
te el aborto. Cuando la infeccién se adquiere pré-
xima al término, el feto nace con una septicemia
neonatal generalizada, que en el caso de nifos se
describe como granulomatosis infantiseptica y
cursa con lesiones granulomatosas diseminadas
de forma miliar en la superficie corporal y espe-
cialmente en el higado. En otros casos de presen-
tacion mds tardia el recién nacido presenta como
Gnica manifestacion una meningitis neonatal por
L. monocytogenes. En vacuno y ovino, la enfer-
medad se presenta de forma similar, producién-
dose generalmente aborto o nacimiento de ani-
males prematuros no viables.

c.) Septicemia: es poco frecuente en rumiantes adul-
tos. En humanos se desarrolla principalmente en
individuos adultos inmunodeprimidos, en los que
la antibioterapia por via endovenosa es exitosa, si
se establece antes de la afectacion irreversible de

6rganos vitales.

Adherencia e invasion
InlA: Entrada en células epiteliales
InIB: Entrada en células hepaticas
p60
ActA

Escape del fagosoma

Hly (LLO), listeriolisina, hemolisina
PlcA, fosfolipasa. Fosfatidilinositol

Mpl, metaloproteasa

Movimiento intracelular:

PlcB, fosfolipasa. Fosfatidilcolina o lecitina

ActA. Nucleador de actina

Proliferacion intracelular: Hpt. Permeasa

d.) Presentaciones locales: se han
descrito multitud de presentacio-
nes localizadas con infeccién cir-
cunscrita a un determinado 6rga-
no, como mastitis, endocarditis,
enteritis, queratoconjuntivitis,
miocarditis e iritis.

Ademds de la diferencia que
presentan L. monocytogenes y L.
ivanovii en infecciones naturales,
también tienen un comportamien-
to distinto en el modelo experi-
mental murino. L. ivanovii posee
una DL** mayor que L. monocyto-
genes (10°-107 frente a 10*-10° en
L. monocytogenes), y coloniza el
higado, pero no el bazo, mientras
que L. monocytogenes prolifera de
la misma forma en ambos 6rga-
nos.

L. monocytogenes y L. ivano-
vii también se diferencian en sus

Factores de virulencia y su papel en el la patogenia

caracteristicas hemoliticas in
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InlA
InlB
ActA

PlcA
PlcB

Ciclo intracelular. Representacion esquematica del ciclo de vida intracelular de L. monocytogenes. La bacteria penetra
en el interior de la célula induciendo su propia fagocitosis (1), queda englobada en un fagosoma (2) del que escapa
rapidamente por la accion de la hemolisina y dos fosfolipasas (3); una vez en el citoplasma inicia su multiplicacion y el
fenémeno de motilidad intra- (4) e intercelular por polimerizacion de actina (5); la bacteria pasa asi a las células
contiguas, donde reincia un nuevo ciclo de escape del fagosoma (7), multiplicacion intracelular y motilidad por
polimerizacion de actina.

vitro. L. monocytogenes presenta una hemdlisis muy
débil, que muchas veces sélo puede llegar a detec-
tarse levantando las colonias del medio de cultivo.
Sin embargo, L. ivanovii produce un amplio halo de
doble hemélisis en agar sangre de cordero, que la
hace inconfundible del resto de las especies del
género.

Para evidenciar la actividad hemolitica de L.
monocytogenes y como criterio de identificacion se
utiliza comdnmente una reacciéon de hemdlisis
sinérgica con Staphylococcus aureus , toxina posi-
tivos, también Ilamada reaccion de CAMP (acréni-
mo de Christie, Atkins y Muench- Petersen, prime-
ros en describir este fendmeno entre S. aureus y
Streptococcus agalactiae). Esta reaccién se basa en
el incremento de la actividad hemolitica de L.
monocytogenes cuando crece en la proximidad de
S. aureus, reaccion que no se produce con L. ivano-
vii. Paralelamente se ha desarrollado una reaccion
tipo CAMP en la que se ha sustituido a S. aureus por
Rhodococcus equi como bacteria marcadora. Bajo
el efecto de las exosustancias que secreta esta bac-
teria se obtiene un incremento de la actividad hemo-
litica caracteristica de L. ivanovii, en el que el halo
externo de hemdlisis parcial se lisa completamen-
te, dando lugar a una hemdlisis en forma de pala
que se utiliza como criterio diferenciador de L. iva-
novii frente al resto de Listerias.

L. monocytogenes también produce una reaccion
tipo CAMP con R. equi, pero ésta adquiere una forma
redondeada, de raqueta o cerilla, en lugar de la carac-
teristica forma de pala, siendo por tanto claramente
distinguible de la de L. ivanovii. Las propiedades
hemoliticas caracteristicas de L. ivanovii se deben a
que secreta una potente esfingomielinasa C (SMasa),
producida exclusivamente por esta especie dentro del
género Listeria.

Listeriosis en animales

Al igual que en el hombre, la listeriosis en los
animales esta vehiculada por los alimentos elabo-
rados. Cualquier mamifero, ademas de las aves,
puede estar afectado cuando consume alimento
contaminado con Listeria. Sin embargo, debemos
destacar que, con gran diferencia, el alimento mas
implicado en las listeriosos animales es el ensila-
do. Consecuentemente, los animales que mds con-
sumen este tipo de alimento son aquellos que mas
sufren listeriosis, los rumiantes, en nuestro pais prin-
cipalmente el ganado ovino, seguido del bovino y
caprino. Su preparacién defectuosa hace que alcan-
ce un pH préximo al neutro, en lugar del pH acido
necesario para su conservacion, permitiendo la
rapida proliferacién de Listeria. Es a partir de las



materias primas obtenidas de los animales que con-
sumen estos alimentos, donde se origina gran parte
de las contaminaciones de productos destinados al
consumo humano. A diferencia de lo que ocurre en
el hombre, son dos las bacterias del género Listeria
que puedes producir listeriosis en animales:
monocytogenes y L. ivanovii. Los animales afecta-
dos han consumido siempre, en las semanas ante-
riores a la aparicion de los sintomas caracteristicos,
alimento altamente contaminado con Listeria. Por
lo tanto, un andlisis del ensilado, en el caso de los
rumiantes, y la destruccion del mismo en el caso
de que sea positivo, controlaran el proceso en la
poblacién afectada. Es muy recomendable realizar
el analisis del ensilado, debido que la carga bacte-
riana del mismo, en el caso de tratarse de Listeria,
es muy elevada (hasta 109 u.f.c./gramo), por lo que
su deteccion en el laboratorio no es complicada.
Cabe recordar que L. ivanovii no es capaz de atra-
vesar la barrera hematoencefdlica, y que afecta
exclusivamente a rumiantes, por lo que los sinto-
mas en brotes provocados por este microorganis-
mo nunca serdn de tipo meningoencefalitico, y sus
brotes se caracterizaran, casi siempre, por la apa-
ricién repentina de abortos. L. monocytogenes cursa
con abortos y sintomatologia nerviosa, caracteriza-
da portorneo, incoordinacién, torticolis, postracién
con pedaleo y finalmente muerte. En el caso de que
exista sitnomatoloia nerviosa, el diagnéstico labo-
ratorial debe realizarse a partir de las lesiones pete-
quiales caracteristicas que se pueden detectar en la
base del rombencéfalo. Por ello, el envio del ani-
mal completo o de la cabeza es recomendable para
un rapido y certero diagndstico.

Listeria en alimentos

La listeriosis humana esta causada por L. monocy-
togenes, siendo originada por consumo de alimentos
contaminados. L. monocytogenes se encuentra
ampliamente distribuida en el ambiente y estd pre-
sente en bajo nimero en algunos alimentos que no
necesitan ser cocinados antes de su
consumo

La listeriosis es también un pro-
blema emergente para la industria
alimentaria como consecuencia del
aumento de la incidencia, en los
paises desarrollados, de epidemias
asociadas al consumo de alimentos
contaminados con L. monocytoge-
nes. Este microorganismo supone
un problema grave para las empre-
sas alimentarias, ya que su control
en las plantas de procesado conlle-
va una gran dificultad. Su ubicuidad
y la alta tasa de mortalidad hacen
que L. monocytogenes cobre una
especial importancia desde el punto
de vista de la higiene y la salud ali-
mentaria y que sea un microorga-

“El agravante es que
Listeria sobrevive a
los procesos de
elaboracion de la

industria alimentaria,
siendo ademas capaz
de proliferar en
condiciones de
refrigeracion”

nismo prioritario en los planes de andlisis de peligros
y puntos de control criticos (APPCC) que se llevan a
cabo en las industrias alimentarias.

Para avanzar en el estudio de la diferenciacion de
las cepas de L. monocytogenes que se pueden encon-
trar en distintos ambientes en las plantas de procesa-
do de alimentos, se suele realizar el serotipado, a
pesar de que posee una baja capacidad y que exis-
ten cepas no serotipables.

La dosns infectiva de L. monocytogenes es de, al
menos, 102 células viables en el caso de los grupos
de riesgo, aumentando esta cifra hasta 104 en el caso
de la poblacién sana. Sin embargo, seria importante
estudiar la relacion dosis-respuesta de la listeriosis
humana y el papel que desempefa la virulencia de
la cepa involucrada, asi como su interaccion con el
hospedador. Por esta razén, en la actualidad se sigue
considerando que todos los aislados de L. monocyto-
genes son igual de patogénicos, aunque existe cada
vez mas inquietud para conocer si la virulencia varia
de unas cepas a otras. Una de la linea mas importan-
tes en la actualidad, es la que investiga la gran capa-
cidad de Listeria de formar biopeliculas o biofilms,
que le permite acantonarse en las maquinaria indus-
trial y resistir a procesos fisicos y quimicos de elimi-
nacion rutinarios.

Por lo tanto, y debido a la importancia de nues-
tro pais en la produccién de alimentos, es necesario
contar con técnicas adecuadas de control y calidad
en los alimentos, ya que esto contribuird a proteger
la salud de los consumidores, a la vez que fortalece-
ra la presencia internacional de nuestros productos
en el mercado.

Deteccion

La presencia de L. monocytogenes ha sido amplia-
mente estudiada en alimentos, en ensilados destina-
dos al consumo animal, en el ambiente y en mues-
tras clinicas. Las técnicas de deteccion de Listeria en
alimentos no constituyen sélo herramientas valiosas
para identificar brotes epidémicos, sino también para
prevenirlos, controlando las conta-
minaciones durante la produccién
y distribucion de los alimentos.

La deteccion de Listeria en ali-
mentos se ha ido desarrollando en
los dltimos afos y podemos encon-
trar una gran variedad de métodos
que van desde el aislamiento e iden-
tificacién de la bacteria mediante
técnicas microbiolégicas conven-
cionales hasta los mas sofisticados
métodos genéticos basados en
microarrays, sin olvidar la amplifi-
cacién de acidos nucleicos, detec-
cion de anticuerpos y ELISA.

Los métodos bacteriolégicos
convencionales son mas lentos pero
muy eficaces, y contintian siendo el
método de referencia comparado
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CAMP. Reaccion de CAMP de L. monocytogenes (arriba), también denominado “efecto cerilla” y L. ivanovii (abajo),
“efecto pala”, frente a Rhodococcus equi en agar sangre de cordero.

con otros métodos mds modernos. De acuerdo con
la mayoria de los Organismos que legislan la presen-
cia de L. monocytogenes en alimentos, los métodos
de aislamiento deben ser lo suficientemente precisos
para detectar un microoorganismo en 25 gramos de
alimento. Esta sensibilidad solo puede lograrse
mediante el uso de medios de enriquecimiento. Los
agentes selectivos cominmente usados en el enrique-
cimiento de caldos de cultivo son acriflavina, que
inhibe el crecimiento de otras bacterias Gram-positi-
vas; acido nalidixico, que inhibe bacterias Gram-
negativas y cicloheximida, que inhibe hongos. Otros
antimicrobianos utilizados a menudo incluyen el
amplio espectro de agentes ceftazidima y moxalac-
tam, asi como el cloruro de litio. Otra caracteristica
importante del aislamiento de Listeria en los medios
de cultivo es la utilizacion de esculina. Todas las espe-
cies de Listeria hidrolizan esculina y junto con el hie-
rro férrico da lugar a la aparicién de un intenso color
negro.

Las muestras sospechosas de contener Listeria , por
lo tanto, se pueden sembrar en medios de enriqueci-
miento como LSAM o ALOA, que permite el creci-
miento selectivo de esta bacteria. Ademas de anali-
zar la morfologia de la colonia en estos medios es
interesante analizar las propiedades hemoliticas de
la misma en placas de agar-sangre, la actividad leci-
tinasa empleando placas de agar-yema de huevo, o
incluso la utilizacion de G-6-P. Todos estos analisis
nos ayudaran a caracterizar la cepa de Listeria que
estamos aislando.

Una vez que hemos aislado colonias de presun-
tas Listeria, podemos determinar la especie facilmen-
te mediante la utilizacién de una corta bateria de

pruebas bioquimicas Ilamada API Listeria, comercia-
lizada por Biomérieux, o MicrolD. Ademas, existe una
prueba que discrimina con rapidez las bacterias pat6-
genas de las apatégenas denominada la prueba de
CAMP, que no es mas que la potenciacion del carac-
ter hemolitico de Listeria frente a Rhodococcus equi.
Como hemos mencionado anteriormente, esta prue-
ba permite diferenciar rdpidamente L. innocua, de L.
ivanovii y L. monocytogenes.

La mayoria de los métodos alternativos carecen
aun de la sensibilidad y especificidad que presenta
el aislamiento e identificacion cldsicos, y las mues-
tras de alimentos deben ser enriquecidas antes de su
analisis. Los métodos inmunoldgicos tienen relativa-
mente una especificidad mds alta en comparacién
con los métodos basados en el andlisis de acidos
nucleicos que son mucho mas sensibles. La desven-
taja de los métodos moleculares es que las enzimas
son a menudo inhibidas por algin componente de
los alimentos.

Hay varios métodos basados en el uso de anticuer-
pos especificos frente a Listeria disponible en kits
comerciales que se han aplicado las pruebas en los
alimentos durante muchos afos. Sin embargo, sélo
unos pocos estan disponibles para la deteccion espe-
cifica de L. monocytogenes. El inmunoensayo enzi-
matico (ELISA) es el mds comun de este tipo de ensa-
yos inmunoldgicos utilizado para la deteccion de
patégenos en los alimentos. Es de facil aplicacion y
es rapido, pero debe utilizarse para reconocer L.
monocytogenes especificamente. Hay una prueba
que utiliza anticuerpos monoclonales que reconocen
la proteina p60 para la identificacién de L. monocy-
togenes.



Ademads, el serotipado y los métodos moleculares
empleados para estudiar los subtipos de esta especie
han mejorado notablemente la caracterizacién de L.
monocytogenes, permitiendo diferenciar cepasy clo-
nes. Los métodos moleculares basados en andlisis de
acidos nucleicos mads utilizados en la caracterizacién
de L. monocytogenes son la secuenciacion de ADN,
hibridacion de ADN, PCR, amplificacién al azar de
polimorfismos del ADN (random amplification of
polymorphic DNA, RAPD), el estudio de polimorfis-
mos en los genes de RNAs ribosémicos (ribotyping),
y la electroforesis en gel en campo pulsante (pulsed
field gel electrophoresis, PFGE).

Las pruebas de hibridacién de ADN han sido
ampliamente utilizadas para la diferenciacién de L.
monocytogenes de otras especies de Listeria por
medio de sondas dirigidas contra determinados genes.
Existen diferentes kits disponibles comercialmente
para los ensayos en cultivos puros o a partir de ali-
mentos y muestras ambientales.

Un método alternativo a los métodos convencio-
nales muy empleado es la técnica de PCR 6 PCR a
tiempo real, ya que permite la identificacion y la cuan-
tificacion de Listeria a través de las secuencias de sus
acidos nucleicos. Los métodos que utilizan la técnica
de PCR tienen una sensibilidad superior si los com-
paramos con los inmunoensayos. Sin embargo, lacom-
pleja y minuciosa preparacion de la muestra y el uso
de geles de agarosa obstaculizan la adaptacion de este
método de investigacion para el uso rutinario en los
laboratorios de microbiologia de alimentos.

La electroforesis en gel en campo pulsante es una
técnica muy utilizada en estudios epidemiolégicos por
su alta capacidad discriminatoria, ya que puede dife-
renciar cepas que se hallen muy préximas genética-
mente, y también porque posee una buena reproduci-
bilidad. Sin embargo, se trata de una técnica manual,
delicada y lenta, por lo que no se presta a al analisis
microbiolégico de los alimentos a tiempo real sino de
forma retrospectiva. Para normalizar el método, el Cen-
ter for Disease Control and Prevention (CDC) de Esta-
dos Unidos ha creado la red Pulsenet que dispone de
una base de datos de aislados de alimentos y muestras
clinicas de L. monocytogenes y otros patdgenos.

Existen otra serie de técnicas prometedoras y mas
modernas, como el uso de bolas inmunomagnéticas
recubiertas con anticuerpos anti-Listeria para la cap-
tura de listerias de matrices de alimentos o de culti-
vos de enriquecimiento, el Test targeting RNA, basa-
do en la amplificacién de ARN, tecnologia de
microarrays o biochips, en los que muchas sondas se
sitGan discretamente en un sustrato sélido o los bio-
sensores, unas moléculas de origen biolégico adjun-
tas a una sefal de reconocimiento de Listeria.

Por lo tanto, los avances tecnoldgicos y el desa-
rrollo de la genémica bacteriana permitiran en los
proximos afos llevar a cabo la deteccion y el estu-
dio de los subtipos moleculares de L. monocytoge-
nes de forma mucho mas fiable, identificando dife-
rentes genes que podran ser utilizados en técnicas
diversas como la comparacion de secuencias de mul-
tiples genes (multilocus sequence typing, MLST), o de

un dnico gen (single locus sequence typing, SLST) y
mediante el uso de microarrays.

Perspectivas

La listeriosis en una importante enfermedad bac-
teriana de transmision alimentaria. En contra de lo
que se pueda pensar por el aumento de los contro-
les y la tecnologia alimentaria, la listeriosis no retro-
cede, sino que aumenta, por lo que la implicacién
de los profesionales veterinarios es crucial para que
podamos controlar esta zoonosis, y limitar su devas-
tadores efectos en la industria alimentaria, Sanidad
Animal y la Salud Pdblica.
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