CAPITULO 5

LISTERIA MONOCYTOGENES: ANALISIS INTEGRAL
DE LA PATOGENICIDAD, RESISTENCIA ANTIBIOTICA'Y
PREVALENCIA EN LA CADENA ALIMENTARIA

Nohemi Vazquez
Brenda Sofia Loaeza Cruz
José Carlos Parada Fabian

Ana Karen Alvarez Contreras

RESUMEN: La listeriosis es una enferme-
dad zoonética causada principalmente por
el consumo de alimentos contaminados con
Listeria monocytogenes. Debido a su ca-
racter ubicuo, L. monocytogenes puede en-
contrarse en varios alimentos como frutas,
verduras y hortalizas, carnes, productos del
mar, leche cruda, derivados lacteos, y espe-
cialmente en todos aquellos productos que
estan listos para su consumo. La listeriosis
humana se caracteriza por las siguientes
manifestaciones clinicas: gastroenteritis,
encefalitis, septicemia, meningitis, y abortos
espontaneos en mujeres embarazadas. El
grado de afectacion en el hospedero, esta
en funcién del potencial patogénico del mi-
croorganismo, y este a su vez esta estre-
chamente relacionado con la presencia de
factores de virulencia que posee ademas,
una vez que se ingiere el alimento conta-
minado L. monocytogenes resiste al pH
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gastrico, altas concentraciones de sales
biliares y a la respuesta inmune, asimismo,
este microorganismo tiene la capacidad de
atravesar el epitelio intestinal, la barrera he-
matoencefalica, la placenta e ingresa a cé-
lulas fagociticas y no fagociticas por la pre-
sencia de internalinas. Por otra parte, el uso
indiscriminado de antibi6ticos ha llevado a
un aumento en la aparicion de cepas de L.
monocytogenes resistentes a antibioticos
que son utilizados comdnmente en el trata-
miento de listeriosis humana, lo cual repre-
senta un problema de salud publica. A pesar
de que en diferentes paises es obligatoria
la determinacion de L. monocytogenes en
alimentos, es carente la informacién acerca
de la prevalencia e incidencia del microor-
ganismo, asi como de la virulencia y el perfil
de resistencia de las cepas circulantes, de-
bido a que su natificacién no es de caracter
obligatorio.

ABSTRACT: Listeriosis is a zoonotic
disease caused mainly by the consumption
of foods contaminated with Listeria
monocytogenes. Due to its ubiquitous
nature, L. monocytogenes can be found
in different kinds of foods such as fruits,
vegetables, meats, seafood, raw milk,
dairy products, and especially in all those
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products that are ready for consumption. Human listeriosis is characterized by the following
clinical manifestations: gastroenteritis, encephalitis, septicemia, meningitis, and spontaneous
abortions in pregnant women. The severity of the disease on the host is related with the
pathogenic potential of the microorganism, and this in turn is closely related to the presence of
virulence factors that it also has, once the contaminated food is ingested. L. monocytogenes
resists low pH, high concentrations of bile salts and the immune response. Likewise, this
microorganism has the ability to cross the intestinal epithelium, the blood-brain barrier, the
placenta and enter phagocytic and non-phagocytic cells due to the presence of internalins. On
the other hand, the indiscriminate use of antibiotics has led to an increase in the appearance
of L. monocytogenes strains resistant to antibiotics that are commonly used in the treatment
of human listeriosis, which represents a public health problem. Although the determination of
L. monocytogenes in foods is mandatory in different countries, information is lacking about the
prevalence and incidence of the microorganism, as well as the virulence and resistance profile
of the circulating strains, due to their notification not mandatory.

INTRODUCCION

La inocuidad de los alimentos se define como la caracteristica que garantiza que
los alimentos que son para consumo humano no causen dafo a la salud, esto quiere
decir que durante su elaboraciéon se aplicaron Buenas Practicas de Manufactura y Buenas
Practicas de Higiene para reducir el riesgo de contaminacién en los alimentos con residuos
de plaguicidas, metales pesados, agentes de tipo fisico que puedan causar una lesién
al momento de consumirlos y microorganismos como Escherichia coli, Salmonella spp,
Staphylococcus aureus o L. monocytogenes (SENASICA, 2016).

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son generalmente de caracter
infeccioso o toxico, los patdgenos de transmision alimentaria pueden causar discapacidad
persistente y en el peor de los casos la muerte. En el caso de una ETA causada por L.
monocytogenes, si bien es una enfermedad relativamente poco frecuente, esta puede
llegar a ser mortal, sobre todo en mujeres embarazadas, lactantes, personas de la tercera
edad y personas inmunocomprometidas, situando a la listeriosis como una de las ETA
mas graves (OMS, 2020). L. monocytogenes se encuentra en los productos lacteos que
no han sido pasteurizados y en diversos alimentos preparados. El control del crecimiento
de L. monocytogenes en alimentos es problematico debido a la resistencia que presenta
a pH bajo y sobre todo a temperaturas de refrigeracion, condiciones que se emplean para
conservar los alimentos (ACHIPIA, 2017).

Historia

Listeria debe su nombre a Joseph Lister (1827- 1912), cirujano y microbi6logo inglés
considerado como uno de los padres de la microbiologia, sin embargo, Lister no tuvo ninguna
relacion con Listeria, porque fue descubierta 14 afios después de su muerte, en 1926,
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en conejos, por Murray, Webb y Swann, microbi6logos de la Universidad de Cambridge,
quienes le dieron nombre de Bacterium monocytogenes. Casi simultaneamente James
Pirie describi6 el mismo bacilo en un roedor con fiebre y monocitosis en Kenia llamandolo
Listerella hepatolyitica. Posteriormente otros cientificos aislaron a la misma bacteria y le
dieron diferentes nombres. Este conflicto fue resuelto por el aleman Heinz Seeliger en
1957, conocido taxénomo, quien en honor a Lister impuso el nombre de L. monocytogenes,
que hasta la fecha se utilizan (Orsi & Wiedmann, 2016).

Clasificacion
De acuerdo con el Sistema Integrado de Informacion Taxon6mica, la clasificacion
es la siguiente:

Reino: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Listeriaceae
Género: Listeria

Especie: L. monocytogenes

L. monocytogenes pertenece al género Listeria, encontrandose también L.
ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. selligeriy L. grayi. Solo se considera patogena a L.
monocytogenes generando infecciébn en humanos y animales, en el caso de L. ivanovii
genera infeccidén en rumiantes. Recientemente, se han identificado cinco nuevas especies
L. aquatica, L. floridensis, L. cornellensis, L. grandensis'y L. riparia. De L. monocytogenes
se conocen trece serotipos: 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7. Los
serotipos mas frecuentemente asociados con enfermedades en humanos son 1/2a, 1/2b 'y
4b (Osimani & Clementi, 2016).

El genoma de L. monocytogenes posee un cromosoma circular de 2.944.528 pb con
un promedio de G + C de 39%. Se le han identificado 2853 genes, sin embargo, al 35.3%
de estos no se les conoce funcion. Por otro lado, L. innocua posee un Gnico cromosoma
circular de 3.011.209 pb con un contenido promedio de G + C de 37%. Dentro del género
Listeria, estas dos especies presentan alto grado de homologia en la secuencia del RNA
ribosomal 16S (RNAr 16S) siendo las de mayor cercania taxonémica (Stessl et al., 2021).
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Caracteristicas del morfolégicas y condiciones de crecimiento

L. monocytogenes es un bacilo corto Gram positivo, que presenta diploformas
en “V”, anaerobio facultativo, catalasa positivo, oxidasa negativo, hidroliza la esculina,
ademas de fermentar ramnosa pero no xilosa (Cuadro 1), es beta hemolitico y no presenta
capsula ni espora, tiene flagelos peritricos, por lo tanto es moévil a 30° C o menos, en la
prueba de movilidad 25 °C que en medio semisélido se observa en forma de paraguas
cercano a la superficie, a 37° C sus flagelos se inactivan y se vuelve inmovil, prolifera en un
amplio intervalo de temperatura (1 a 45 °C), siendo la temperatura 6ptima de crecimiento
de 30 a 37° C, aun asi tiene potencial de crecer, lentamente, en alimentos durante su
almacenamiento refrigerado (Hitchins et al., 2022).

Por otro lado, crece en un amplio intervalo de pH de 4.0 a 9.6, con un crecimiento
optimo entre 6.0 y 8.0, la actividad de agua minima que requiere para su desarrollo es de
0.90, y de manera 6ptima 0.97, también, es tolerante a concentraciones de cloruro de sodio
del 13 al 14%. Debido a estas caracteristicas puede sobrevivir en alimentos procesados
listos para el consumo, conservados y refrigerados (ACHIPIA, 2017).

Especies Manitol Ramnosa Xilosa "B-hemolisis CAMP CAMP
S. aureus R. equi

L. - +° ] + + _d

monocytogenes

L. ivanovii - - + + - +

L. innocua - Vi - - - -

L. welshimeri - \ + - - -

L. seeligeri - - + +9 + -

L. grayi® + \Y - -

Cuadro 1. Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de L. monocytogenes. Tomado de (Hitchins
et al., 2022)

® Picadura en agar sangre de carnero

¢Algunas cepas del linaje Ill de L. monocytogenes, que se asocian principalmente con la listeriosis
animal, son ramnosa negativas.

d Las cepas raras son S+ y R+. La reaccién R+ es menos pronunciada que la de L. ivanovii. Las cepas
fermentadoras de ribosa se clasifican como L. ivanovii subsp. ivanovii y ribosa no fermentadoras como
L. ivanovii subsp. londiniensis.

'V, biotipos variables, méas del 10% de cepas para esta caracteristica.
9 Las cepas de L. seeligeri débilmente hemoliticas pueden parecer no hemoliticas.

" Incluye dos subespecies de L. grayi subsp. murrayi reduce el nitrato. L. grayi subesp. grayi no reduce
el nitrato.
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Distribucién y habitat

Listeria spp. esta distribuida ampliamente en el ambiente, habita principalmente en
el suelo, sin embargo, se ha encontrado en cuerpos de agua, aguas residuales y en suelo
con vegetacion, ademas, se ha encontrado en una variedad de animales como rumiantes,
aves, animales de vida marina, insectos y crustaceos (Matle et al., 2020). Es capaz de
infectar a varios tipos de animales, entre ellos mascotas, ganado, reptiles, roedores y aves,
adicionalmente, se ha demostrado que entre el 1 y 5% de las personas sanas pueden
excretar la bacteria a través de las deposiciones (Orsi & Wiedmann, 2016).

Alimentos involucrados

Los alimentos de mayor riesgo de contaminacion por L. monocytogenes son leche
cruda, derivados lacteos, carne, embutidos, carnes exoticas, paté, aves de corral, productos
de la pesca y productos horticolas. Todos estos alimentos se han visto implicados en brotes
de L. monocytogenes (Rodriguez-Auad, 2018).

De acuerdo con el informe de zoonosis de la EFSA-ECDC 2018, la prevalencia de L.
monocytogenes en paises europeos, especificamente en productos lacteos como la leche
crudaesde 0.1%, la prevalencia en quesos blandos, semiblandos y quesos duros elaborados
con leche cruda y que son sometidos a un tratamiento térmico ligero, es de 0.9 a 1%; y en
el caso de estos mismos quesos, pero elaborados con leche pasteurizada, la prevalencia
es de 0.3 a 0.4%. En un estudio realizado en Iran por Bastam y colaboradores (2021) en
leche cruda, leche pasteurizada y quesos, reportaron la presencia de L. monocytogenes en
un 2%, siendo las muestras de leche cruda positivas, pero no las de leche pasteurizada y
queso fresco, esto en granjas y puntos de venta al por menor.

En los productos horticolas el interés de la contaminacion con L. monocytogenes
se relaciona con un aumento en los Ultimos afios, ya que se han producido brotes por el
consumo de ensaladas preparadas, asi como sandwiches con vegetales y verduras. En
un estudio realizado por Mackiw y colaboradores (2021) en Polonia, informaron que la
prevalencia de esta bacteria fue muy baja (0.56%) en muestras de vegetales frescos y
congelados, comercializados en establecimientos pequefios. En un estudio realizado en
Inglaterra por Willis y colaboradores (2020) en muestras de verduras y frutas congeladas que
fueron recolectadas durante los afios de 2018 a 2019 de comercios locales y restaurantes,
reportaron la presencia de la bacteria en un 7%, principalmente en las muestras de verduras
y en las muestras donde habia una mezcla de frutas con vegetales.

La prevalencia de L. monocytogenes en carne ovina, de cerdo y pollo como materia
prima, oscila entre 0.1 y 10.5% en paises de la Unién Europea (INS, 2015). En un estudio
realizado por Barrientos y colaboradores (2015) en Lima, Per(, en canales porcinas
determinaron una frecuencia del 7.4 %. En los productos carnicos, L. monocytogenes puede

adherirse a superficies inertes como el acero inoxidable y generar biofilm, lo que le permite
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mantenerse en las areas de produccion por un largo tiempo. Esto también implica que los
utensilios y superficies contaminadas pasen a ser el principal vehiculo de transmision de
L. monocytogenes a carnes crudas como a productos procesados que ya han pasado por
procesos térmicos (Montafno-Millan, 2015).

Los pescados y mariscos pueden albergar a L. monocytogenes debido a que se
recolectan en entornos naturales donde se pueden encontrar las bacterias. En el caso de
ostiones y mejillones frescos, L. monocytogenes rara vez se aisla.

El helado es uno de los productos lacteos que se considera un entorno muy adecuado
para el crecimiento microbiano debido a su alto valor nutricional, valor de pH casi neutro
(pH ~6-7) y largos periodos de almacenamiento. La prevalencia de L. monocytogenes en
helados es de 5.5% (Shinaway et al., 2017).

Epidemiologia

La listeriosis humana es una de las ETA més graves y aunque se considera rara, se
estima que por cada 100 000 habitantes la incidencia anual puede variar desde 0.3 a 0.8%
e incluso llegar hasta 5% en brotes epidémicos. La transmision de L. monocytogenes se
le atribuye principalmente al consumo de alimentos contaminados listos para su consumo
(Mateus et al.,2013), aunque también se han descrito como factores clave la globalizacion
del comercio alimenticio, aumento de la poblacion, lugar geografico (pais y region) y por
supuesto, la salud inmunoldgica de la poblacién susceptible (Wang et al., 2012).

Globalmente, se ha estimado que L. monocytogenes causa mas de 2,500 infecciones
y 500 muertes anuales en los Estados Unidos de América. Es importante destacar que la
listeriosis se presenta en forma esporadica en el 95% de los casos; el resto se presenta
en brotes que tienden a ocurrir en verano (Orsi & Wiedmann, 2016). Dado que presenta
una alta tasa de mortalidad, convierte a la listeriosis en un problema de salud publica;
no obstante, los estudios de vigilancia epidemiolégica han demostrado que la listeriosis
humana se reporta con mayor incidencia en paises industrializados (Osimani et al., 2016).

La década de los 80 ‘s (Cuadro 2) fue el periodo de tiempo en que hubo un
aumento drastico en la incidencia de listeriosis. El primer brote importante asociado a L.
monocytogenes transmitido por alimentos se notific6 en 1981 en Canad4, relacionado
al consumo de ensalada de col elaborada de manera comercial reportando al menos 41
casos y 7 decesos (17% mortalidad) en el que la principal fuente de contaminacion fue
la fertilizacion del cultivo con estiércol de oveja. En la década de los 90 ‘s, los brotes
asociados a listeriosis se notificaron principalmente en Estados Unidos y algunos paises
europeos, debido a la contaminacién de leche sabor chocolate, quesos frescos, mantequilla,
productos carnicos y lengua de cerdo en gelatina.

Posteriormente, a inicios del siglo XXI en su primera década incrementaron los
brotes de L. monocytogenes causados principalmente por productos avicolas listos para su
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consumo (carnes frias) en Norteamérica. Particularmente, uno de los brotes que provoco
“El mayor retiro de carnes en la historia de Estados Unidos”, fue el brote multiestatal en
2002 relacionado a productos de una reconocida empresa avicola que reproduce, cria y
procesa pollos.

En 2018, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centro Europeo
para la Prevencion y el Control de las Enfermedades (ECDC) en un brote que afecté a 5
paises (Austria, Dinamarca, Finlandia, Suecia y Reino Unido) por el consumo de maiz
y algunos vegetales congelados, se determind que la cepa L. monocytogenes IVb, ST6
(secuencia tipo 6) fue la razdén de los brotes durante las temporadas de 2016, 2017 y
2018. Posteriormente, a través de la secuenciacion del genoma completo se identifico a L.
monocytogenes ST8, una cepa con alta patogenicidad en Dinamarca, Alemania y Francia,
en donde se presentaron una serie de fallecimientos (EFSA-ECDC, 2018).

Por otro lado, en el periodo transcurrido entre 2017 y 2018 en Sudafrica, se reportd
el brote méas grave a nivel mundial, catalogado asi por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) debido a los 978 casos reportados, en donde el 42% de los neonatos infectados,
adquirieron la infeccion durante el embarazo de sus progenitoras asociado al consumo
de salchichas Polokwane. Mas tarde, se confirmé que en el 91% de los casos, la cepa
involucrada en este brote fue nuevamente del Tipo 6 de L. monocytogenes (Quereda et al.,
2021).

La incidencia real de Listeriosis en América Latina se encuentra muy subestimada
debido a la deficiencia de registros de notificaciones de listeriosis y a la falta de vigilancia
epidemioldgica, por lo que en este contexto se encuentra un vacio de la estimacion real
de los casos de listeriosis. No obstante, existen paises en el mismo continente declaran
de forma obligatoria la notificacion de los casos de listeriosis como en Chile y Uruguay
(Cuadro 3), en contraparte al Estado Plurinacional de Bolivia, Ecuador, Argentina o Pera
donde la notificacion de listeriosis no es obligatoria. Por otro lado, a pesar de que en México
es poca la informacion existente sobre los casos de listeriosis, existen registros de casos
esporadicos de con una alta tasa de mortalidad (50%), aunque se desconoce la fuente de
infeccion y la cepa de L. monocytogenes involucrada (Castafeda-Ruelas et al., 2018). Si
bien es cierto que no todos los paises cuentan con notificacion obligatoria, se realiza la
vigilancia pasiva de listeriosis en algunos paises de América Latina, no obstante, se exhorta
a que los demas paises a nivel mundial tomen en cuenta la importancia de la notificacién

obligatoria de este tipo de microorganismos que son un riesgo para la poblacion en general.
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Pais Aio Alimento Casos /Muertes  Serotipo
Canada 1981 Ensalada de col 41/7 NR
EUA 1983 Leche pasteurizada 49/14 4b
EUA, los Angeles 1985 Queso estilo mexicano 142/48 4b
Londres 1990 Pate > 350/90 4b
Francia 1992 Lengua de cerdo 279/88 4b
Nueva Zelanda 1992 Mejillones ahumados NR NR
Francia 1993 Rillettes (carne de cerdo en NR NR
conserva)
EUA 1994 Leche pasteurizada sabor NR NR
chocolate
Francia 1995 Queso blando de leche cruda NR NR
EUA 1998 Salchichas 108/14 4b
Finlandia 1998 Mantequilla NR NR
EUA 1999 Salchichas 101/21 1/2a
Francia 1999 -2000 Lengua de cerdo en gelatina NR NR
EUA 2000 Queso fresco 13/0 4b
EUA 2000 Carnes frias de pavo 29/7 NR
EUA 2001 Carnes frias 28/0 1/2a
EUA 2002 Carnes frias 54/8 4b
EUA 2002 Productos delicatessen 46/11 NR
EUA 2003 Queso fresco 131 4b
EUA 2005 Pollo a la parrilla 3/0 1/2b
EUA 2006 Queso 31 4b
EUA 2007 Leche 5/3 4b
Canada 2008 Embutidos listos para su 57/23 NR
consumo
EUA 2008 Ensalada de atin 5/3 1/2a
EUA 2011 Melon 147/33 NR
EUA 2012 Queso Ricota 22/4 NR
EUA 2013 Queso maduro 6/1 NR
Austria, Dinamarca, 2018 Maiz congelado 47/9 4b
Finlandia, Suecia y
Reino Unido
Dinamarca, 2018 Salmén ahumado 12/4 NR
Alemania y Francia
Sudafrica 2018 Salchichas 978/189 NR
Espana 2019 Embutidos 226/3 y 7 abortos NR
EUA 2021 Queso fresco 131 NR

NR= no reportado

Cuadro 2. Brotes de listeriosis causado por L. monocytogenes reportados en diferentes partes del
mundo transmitidos por el consumo de productos alimenticios contaminados.
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Pais

Notificacion de casos
de listeriosis

Notificacion de brotes
transmitidos por alimentos

Vigilancia pasiva de
L. monocytogenes

Argentina
Bolivia (Estado

No obligatoria
No obligatoria

No obligatoria
No obligatoria. Obligatoria

Si
NR

Plurinacional) para casos diarreicos en

ninos.
Brasil No obligatoria Informes esporéadicos Vigilancia indirecta
por aislamientos de
L. monocytogenes
por brotes asociados
a ETA
Chile Obligatoria desde 2020 Obligatoria Vigilancia a través
. . . . . del laboratorio
Colombia No obligatoria ng obllgatorle:.lgﬁportisl nacional de referencia
e asos“(tasrp? ? Icos en la (aislamientos de casos
eratura. humanos y alimentos)
Ecuador No obligatoria Obligatoria NR
Perua No obligatoria Obligatoria NR
Uruguay Obligatoria Obligatoria Vigilancia de listeriosis
invasiva
Venezuela No obligatoria Obligatoria Informes de vigilancia

suspendidos desde
2017

NR: No Reportado

Cuadro 3. Notificaciéon epidemiol6gica de brotes de listeriosis por L. monocytogenes reportados en
América Latina.

Manifestaciones clinicas

El cuadro clinico producido por L. monocytogenes es muy variable, con un espectro
que va desde una colonizacién asintomatica hasta una infeccion grave con gran riesgo
de muerte. El riesgo para desarrollar la infeccion dependera de varios factores: i) el nivel
de inmunidad del paciente (disminucion de la inmunidad celular), ii) la disminucién de la
acidez gastrica (incrementa la predisposicidn a la infeccién) y iii) la virulencia que depende
fundamentalmente de la LLO (Fuentes-Marin et al., 2021). La listeriosis puede manifestarse
de dos formas: gastroenteritis febril no invasiva y listeriosis invasiva grave, debido a su via

de entrada, la gastroenteritis febril no invasiva es mas frecuente (Matle et al., 2020).

Listeriosis no invasiva

Se manifiesta en adultos inmunocompetentes y generalmente causa meningitis
atipica, septicemia y gastroenteritis febril caracterizada por fiebre y diarrea acuosa que
dura de dos a tres dias, estos sintomas pueden ir acompafados de dolor de cabeza y
dolor de espalda. La dosis infectiva fluctia entre 10* y mas de 10° UFC/g de alimento. Esta
infeccion suele ser autolimitada y puede resolverse en un periodo corto sin atenciéon médica
(Rodriguez-Auad, 2018).
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Listeriosis invasiva

En la listeriosis invasiva afecta principalmente a individuos inmunocomprometidos,
neonatos, ancianos, mujeres embarazadas y ocasionalmente individuos sanos, en estos
casos un inoculo de 10° a 10”7 UFC/g es suficiente para causar la infeccion, se manifiesta
como sepsis, meningitis, endocarditis, encefalitis, meningoencefalitis, septicemia e infeccion
cerebral (Suarez et al., 2017).

La listeriosis durante el embarazo es una seria amenaza para el feto, ya que un
tercio de los casos confirmados de listeriosis de transmisiébn materno - fetal se resuelven
como un aborto o mortinato. En mujeres embarazadas hay un riesgo diecisiete veces mayor
de contraer listeriosis invasiva y ocurre principalmente en el tercer trimestre, generalmente
se asocia con sintomas similares a los de una gripe con o sin problemas gastrointestinales.
Sin embargo, las consecuencias de la infeccion del feto o del neonato son extremadamente
graves e incluyen aborto, parto prematuro, neumonia y meningitis (Charlier et al., 2020).

La listeriosis invasiva es responsable de mas del 90% de las hospitalizaciones y con
una tasa de letalidad de entre 20 y 30%, lo que la convierte en una de las ETA méas graves
(Matle et al., 2020).

Factores de virulencia

L. monocytogenes cuenta con varios factores de virulencia que contribuyen a su
patogenicidad y actuan en varias etapas del ciclo de infeccion al hospedero. La mayoria de
los factores de virulencia se agrupan a lo largo del cromosoma en la isla de patogenicidad
de Listeria - 1 (LIPI - 1), sin embargo, LIPI - 3y LIPI - 4 también se han identificado a través
de la secuenciacién del genoma completo como portadores de importantes factores de
virulencia (Matle et al., 2020).
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Figura 1. Factores de virulencia involucrados en la patogénesis de L. monocytogenes (modificado de
Jadhay, 2015).

Internalinas

La adhesién e invasion a la célula hospedera por L. monocytogenes esta mediada
principalmente por dos subfamilias de proteinas internalinas. La primera subfamilia son
proteinas de superficie grande (70 a 80 kDa), como InlA e InIB, codificadas por los genes
inlA e inlB, que estan codificados por el operon inlAB. Estas proteinas son reconocidas
por poseer en su extremo N-terminal una region LRR (leucine rich repeat) y en su extremo
C-terminal una secuencia conservada LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly). El segundo grupo son
las proteinas de superficie de menor tamafio (25 - 30 kDa) como InIC, InID, InlE, InlF, InIG e
InIH que carecen de la region de anclaje de la pared celular C-terminal (Vera et al., 2013).

InlA es una proteina de superficie de 88 kDa que esta covalentemente unida a la
pared celular bacteriana, se expresa abundantemente y se distribuye uniformemente en
la célula, esta se une al receptor eucaridtico E - cadherina, promoviendo la internalizacion
de L. monocytogenes en los enterocitos y su transito a través de la barrera intestinal. La
interaccion de la E - cadherina es fundamental para la invasiéon de las células ya que

activa vias de sefalizacion complejas para la reorganizacion del citoesqueleto (Lopes-
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Luz et al.,, 2021). InIB es otra proteina de superficie no unida covalentemente, el cual se
une a diferentes receptores como el factor de crecimiento de hepatocito (receptor Met) y
con glicosaminoglicanos de las células epiteliales. En el caso de Met, este es un receptor
transmembranal con un dominio intracelular con accion tirosina kinasa, esta interaccion
InIB / Met produce una fosforilacion transitoria de Met. Para L. monocytogenes esta union
permite una gama mas amplia para su internalizacién en células hospederas, como
hepatocitos, fibroblastos y células epitelioides. Por lo tanto, la bacteria puede invadir
diferentes hospederos eucariéticos, pero la eficiencia de la infeccion depende de la especie
(Vera et al., 2013).

Las internalinas son factores de virulencia muy importantes en L. monocytogenes, ya
que, ademas de las InlA e InIB, la InIC afecta la rigidez del citoesqueleto, y la sefializacion
inmune innata; InIP media la invasion placentaria e InlJ se expresa Unicamente in vivo,
aunque su receptor celular y tropismo tisular no han sido identificados (Radoshevich &
Cossart, 2018).

Listeriolisina O y fosfolipasas

Una vez que L. monocytogenes se internaliza (ya sea por endocitosis o fagocitosis
mediada por sus respectivos receptores), expresa otros factores de virulencia que estan
codificados en la LIPI - 1, permitiendo la liberacién de las bacterias presentes en la vacuola
(endosoma o fagosoma), y a su vez, se favorece su proliferacion en el citosol, y diseminacion
a las células adyacentes (Quereda et al., 2021).

La listeriolisina O (LLO) es una citolisina dependiente de colesterol codificada por
el gen hly, que se une al colesterol y forma grandes poros en la membrana vacuolar, tiene
un peso molecular de 60 kDa y la conforman 504 aminoéacidos. Se produce en la fase
exponencial con concentraciones maximas después de 8 a 10 horas de crecimiento y actia
como principal mediador de la ruptura de la membrana del fagosoma que se forma después
de fagocitar a la bacteria (Longo et al., 2012).

Una caracteristica de esta citolisina es su actividad a pH bajo, lo que permite
que L. monocytogenes escape del fagosoma al citosol de la célula infectada sin dafar
su membrana plasmatica. Ademas, la LLO influye en los niveles de calcio intracelular y
estimula el metabolismo de los fosfoinositidos para favorecer su entrada. Por otro lado, la
alteracion de la membrana del fagosoma se ve potenciada por dos fosfolipasas C (PLC),
la fosfatidilinositol fosfolipasa C (Pl - PLC) y la fosfatidilcolina fosfolipasa C (PC - PLC), las
cuales estan codificadas por los genes plcAy plcB, respectivamente (Shangwei Wu, 2015).

La accion citolitica de la LLO se ve aumentada por la acciéon de Pl - PLC, que
reconoce como sustrato a fosfatidilinositol y por PC - PLC, una lecitinasa que tiene actividad
enzimatica sobre fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina. Las dos enzimas

cooperan con la LLO en la lisis de las vacuolas primarias y secundarias de las células,
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lizando a la célula hospedera por hidroélisis de los lipidos de la membrana. La PC - PLC es
expresada como protoenzima y se requiere de la metaloproteasa Mpl dependiente de zinc
para su maduraciéon (Matle et al., 2020).

Proteina polimerizante de actina

Después del escape de las vacuolas, L. monocytogenes se disemina rapidamente
en el citosol y la proteina ActA (codificada por el gen actA) induce la polimerizacion de la
actina del hospedero al actuar como factor promotor de la nucleacion, lo cual le confiere
movilidad. La polimerizacion de filamentos de actina se produce en un polo de la bacteria, se
forma una estructura semejante a una cola de cometa que facilita el movimiento intracelular
permitiendo la invasion a células vecinas. Aunque la principal funcion de la ActA es mediar
el movimiento intracelular y la propagacion de célula a célula, también se ha implicado en
la agregacion bacteriana y la formacion de biopeliculas, la internalizacion en las células
huésped, el escape de la vacuola de entrada, la induccién de factor nuclear kB (NF - kB) y
también evita la autofagia (Vera et al., 2013).

Proteina asociada a la invasion

La proteina asociada a la invasion (p60), es una proteina extracelular que esta
codificada por el gen iap. La p60 es comun entre el género Listeria spp., y se considera una
enzima hidrolasa de peptidoglicano (mureina), juega un papel importante en la invasion al
hospedero, la division celular y la viabilidad. La p60 facilita la separacion del tabique durante
la etapa final de la division celular, ademas, participa en la adherencia de L. monoytogenes
en la célula hospedera (Matle et al., 2020).

Factor regulador positivo A

La expresion de la mayoria de los factores de virulencia conocidos de L.
monocytogenes es controlada por el Factor Regulador Positivo A (PrfA) (Figura 2). EI PrfA
es una proteina de 27 kDa, codificada por el gen prfAy estéa relacionada con la proteina
Crp (proteina receptora de AMPc), también conocida como Cap (proteina activadora de
catabolitos). Para que se produzca la regulacion dependiente de PrfA, este debe reconocer
y unirse a una secuencia palindromica de ADN de 14 pb denominada box - PrfA, que
suele estar situada rio arriba del sitio de inicio transcripcional de los genes regulados
por el PrfA. La complejidad de la regulacién de PrfA, que se produce a multiples niveles
(transcripcional, postranscripcional y postraduccional) pone de relevancia la importancia
fisiolbgica de expresar los genes de virulencia solo cuando sea necesario, las cepas que
carecen de PrfA funcional no son virulentas (Vera et al., 2013).
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Figura 2. Organizacién del grupo central de genes de los factores de virulencia de L. monocytogenes
(modificado de Matle et al., 2020).

A nivel postranscripcional, la actividad de la PrfA se ve influenciada por una serie
de factores ambientales y estados fisiologicos, como la presencia de carbohidratos
fermentables, estado intracelular, crecimiento en medio minimo y la entrada en la fase
estacionaria (Vera et al., 2013). Sin embargo, es importante mencionar que el factor sigma
alternativo of responde al estrés y desempefia un papel importante en la regulacion de la
expresion génica durante la infeccion, incluso a través de la corregulacion de varios genes
dependientes de o®y PrfA (Henderson et al., 2020).

Resistencia antimicrobiana de L. monocytogenes

Algunos patdgenos transmitidos por los alimentos son intrinsecamente resistentes
a ciertos antibitticos y esto esta relacionado con su fisiologia general, mientras que otros
patégenos desarrollan resistencia a los antibidticos por mutacion u otros tipos de alteracion
genética. De acuerdo con la literatura, la resistencia a estos antibioticos podria surgir debido
a su uso indebido o al impacto residual de los mismos en el ambiente (Kayode & Okoh,
2023). Diversos estudios han reportado la presencia de L. monocytogenesy otras especies
de Listeria en los alimentos con un perfil de multirresistencia, esto debido al uso desmedido
de antibiéticos como promotores de crecimiento en la alimentacion animal, dando lugar a la
propagacion de bacterias resistentes al ambiente (Rahimi et al., 2010).

En el caso de plantas de produccién de alimentos, la presencia de L. monocytogenes
es motivo de preocupacion porque al ingresar en estos lugares puede persistir en las
diferentes areas de procesamiento, materias primas, trabajadores, drenajes y conductos
de ventilacion. Por lo tanto, su estricto control se basa en procedimientos de higiene y

sanitizacion. Para esto existen diferentes tipos de desinfectantes que se utilizan en cada

Vida em evolucéo: Explorando as ciéncias biolégicas Capitulo 5

57



una de las areas de produccion y que tienen diferentes mecanismos de accién; los mas
utilizados en estas instalaciones son las soluciones a base de cloro y las sales cuaternarias
de amonio como el cloruro de benzalconio (Korany et al., 2018). Se ha documentado
que L. monocytogenes puede generar tolerancia a estos biocidas como el cloruro de
benzalconio y los mecanismos que utiliza son similares a los observados en los antibiéticos
de importancia clinica, provocando una resistencia cruzada a los antibiéticos (Duze et al.,
2021). La resistencia adquirida también se atribuye a la adaptacion al estrés ambiental
como el calor, la desecacion y el estrés biologico, debido al antagonismo microbiano que
podria inducir respuestas de proteccion cruzada (Rahimi et al., 2010).

En el caso de los productos del mar, los que son cultivados en granjas acuicolas
son mas propensos a estar expuestos al uso de antibidticos (a diferencia de los productos
del mar extraidos del medio silvestre), con los que se alimentan los peces y mariscos
para combatir las enfermedades resultantes de las practicas de cria intensiva (Schar et al.,
2020).

De acuerdo con la Administracion de Alimentos y Medicamentos (por sus siglas
en inglés FDA, 2020), los antibidticos aprobados en EU para el tratamiento y control de
enfermedades bacterianas en la acuicultura solo son las tetraciclinas, fenicoles y las
sulfonamidas. Por otra parte, los productos de importacion pueden estar expuestos a otras
clases de antibiéticos, incluyendo aquellos que se utilizan en el tratamiento de infecciones
en seres humanos. Por lo tanto, el uso de antibi6ticos en la acuicultura puede generar la
aparicion de resistencia antimicrobiana en patégenos que causan ETA y que se transmiten
por el consumo de estos productos contaminados (lwamoto et al., 2010). En consecuencia,
es importante monitorear los cambios en el desarrollo de la resistencia antimicrobiana en L.
monocytogenes para mantener opciones viables de tratamiento (Bland et al., 2022).

Si bien la prevalencia por si sola proporciona informacién importante sobre la
persistenciay los eventos de contaminacion, la evaluacion de la resistencia antimicrobiana de
los aislados ayuda a comprender el riesgo para la salud publica. Aunque L. monocytogenes
es sensible a la penicilina, el gen pen A que codifica una proteina de union a la penicilina
(PBP, por sus siglas en inglés) identificada por primera vez en Neisseria meningitidis, se ha
asociado con la resistencia de penicilina G en L. monocytogenes. Igualmente, la resistencia
a los carbapenems entre las bacterias Gram positivas generalmente se desarrolla a través
de mutaciones en las PBPs, lo cual podria explicar la resistencia adquirida a meropenem
(Meletis, 2016). Si bien, antibidticos como penicilina, clortetraciclina, eritromicina,
estreptomicina, bacitracina y espectinomicina han sido utilizados como promotores del
crecimiento en ganado y otros animales, también se utilizan como tratamiento en humanos,
por lo que el uso continuo de estos antimicrobianos en la alimentacion del ganado conduce
a la formacion de cepas bacterianas multirresistentes que podrian afectar gravemente a la
salud de los consumidores (Luque-Sastre et al., 2018).
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Algunos estudios de L. monocytogenes aislados de alimentos, informan sobre la
frecuencia de genes que estan asociados a la susceptibilidad a los antibiéticos utilizados
en la listeriosis, no obstante, existen cepas aisladas de alimentos que presentan fenotipos
intermedios y resistentes a antibidticos clinicamente relevantes para el tratamiento de
la infeccion, ejemplo de estos antibidticos son ciprofloxacina, cloranfenicol penicilina,
clindamicina vy tetraciclina. Por otra parte, la resistencia a la eritromicina, gentamicina y

rifampicina se informa con menos frecuencia (Bland et al., 2022).

Aislamiento e identificacién de L. monocytogenes

Los métodos que se utilizan para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de
alimentos y muestras ambientales se basan en métodos de Microbiologia clasica. Estos
métodos son sensibles, de bajo costo, pero requieren de varios dias para el aislamiento.
Por otro lado, con el avance tecnologico, se han desarrollado métodos rapidos para el
andlisis microbioldgico en alimentos. A pesar de que estos métodos son rapidos y pueden
dar un resultado confiable, deben ser confirmados por métodos de cultivo.

Enriquecimiento selectivo

Existen varios medios de enriquecimiento que se pueden utilizar para el aislamiento
y deteccion de L. monocytogenes en muestras de alimentos y muestras ambientales.
Las agencias reguladoras recomiendan medios de enriquecimiento como el caldo de
enriquecimiento de Listeria amortiguado (BLEB), Caldo Fraser y caldo de enriquecimiento
selectivo para Listeria modificado (UVM). Estas metodologias deben tener la sensibilidad
de detectar a Listeria en 25 g o mL de muestra, para lograr esto, el Manual de Bacteriologia
Analitica de la FDA (BAM-FDA, 2022), en el capitulo 10 se describe un paso inicial de
enriquecimiento para permitir la recuperacion de células estresadas o dafadas, con el
objetivo de alcanzar un nivel detectable antes de pasar al enriquecimiento selectivo. En
el caso de la ISO 11290:2017, Método horizontal para la deteccion y enumeracion de
L. monocytogenes y de Listeria sp., se realiza un enriquecimiento selectivo primario y
secundario.

A estos medios de enriquecimiento se les adicionan agentes selectivos para inhibir
la microbiota acompanante de la muestra, ya que Listeria es de crecimiento lento y puede
ser desplazada por otros microorganismos competidores. Los agentes selectivos mas
utilizados son: acido nalidixico para la inhibicion de Gram negativos, acriflavina para inhibir
el crecimiento de otras bacterias Gram positivas y cicloheximida para la inhibicion de
hongos y levaduras.
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Aislamiento

Posterior al enriquecimiento selectivo, se procede a sembrar por estria cruzada en
medios selectivos. Los medios mas utilizados para el aislamiento de L. monocytogenes son
agar Oxford y agar PALCAM (polimixina, acriflavina, cloruro de litio, ceftazidima, manitol
y esculina). Ambos medios se incuban durante 24 a 48 h a 37°C. Las colonias de Listeria
spp. en el agar Oxford son de un tamafo de 2 - 3 mm de didmetro de color verde oliva con
un centro hundido y con un halo de hidrdlisis de color nergo debido al uso de la esculina.

En el agar PALCAM, las colonias tienen un tamafio de 2 mm de didmetro de color
gris verdoso, con halo de hidroélisis de color negro y un centro hundido. Ocasionalmente,
pueden desarrollarse otros Gram positivos como Staphylococcus spp. o Enterococcus spp.,
sin embargo, se pueden distinguir por la fermentacion de manitol, que genera colonias
grises o rojo - amarillas debido a la produccion de acidos por estos géneros. La principal
limitacion de estos medios es que no distinguen a L. monocytogenes de Listeria spp. Esto
ha llevado al desarrollo de medios cromogénico como el Agar Listeria segun Ottaviani y
Agosti (ALOA) y CHROMagar™ Listeria. En el agar ALOA se utiliza un cromégeno que
detecta la actividad de la B-D-glucosidasa, que es indicativa de especies de Listeria; por
otro lado, la formacion de un halo alrededor de la colonia indica el uso de lecitina por parte
de L. monocytogenes. En ALOA, todas las colonias de Listeria son de color azul verdoso y

las colonias de L. monocytogenes son azul verdoso con un halo opaco.

Identificacién por pruebas bioquimicas

Las colonias tipicas de Listeriaspp., obtenidas de los medios selectivos y diferenciales
tras el subcultivo a un medio no selectivo, se utilizan para su identificacion a nivel de
especie. Estas pruebas son la tincion de Gram donde se observa al microscopio bacilos
cortos Gram positivos; la reaccion de catalasa positiva por la liberacion de oxigeno y agua
en presencia de la enzima; la prueba de movilidad a 25 °C a los 7 dias donde se observa
crecimiento en forma de sombrilla cerca de la superficie; la fermentacion de carbohidratos
dando como resultado ramnosa positiva y xilosa negativa; la prueba de hemdlisis en agar
sangre al 5% de eritrocitos de carnero observando una $ hemodlisis discreta alrededor de
las colonias; y la prueba de Christie—Atkins—Munch—Peterson (CAMP) donde se observa
el sinergismo de las hemolisinas de S. aureusy L. monocytogenes, dando como resultado
positivo una zona hemolitica en forma de punta de cerillo. Estas pruebas se requieren en
los métodos de la norma ISO, BAM-FDA y del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA por sus siglas en inglés).
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Identificacién genotipica

Se ha documentado que la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), dirigida al
gen hlyA, es sensible y rapida para confirmar la identificacion de L. monocytogenes aislada
en medios selectivos y diferenciales. La PCR genera excelentes resultados, para eso se
debe de realizar una adecuada seleccion de los genes que se van a amplificar, estos genes
pueden ser especificos de género y especie. Aunado a lo anterior, es necesario un adecuado
disefio de iniciadores, con un tamano adecuado de los amplicones y una temperatura de
fusidén apropiada. Adicionalmente, la PCR requiere de una menor concentracion de ADN,
con limites de deteccion bajos, lo cual facilita la identificacion de L. monocytogenes en las
muestras de estudio (Giraldo-Aristizabal et al., 2021).

PERSPECTIVAS

La deteccidon y estudio de L. monocytogenes aislada de alimentos se presenta
como una tarea crucial para prevenir la aparicion subita de casos relacionados con este
microorganismo. Para lograr este cometido, es imperativo avanzar en el desarrollo de
métodos rapidos que no solo permitan evidenciar y caracterizar la bacteria de manera
fenotipica, mediante perfiles bioquimicos y factores de virulencia, sino también genotipica,
proporcionando asi una comprension mas precisa de su distribucion y dispersion en brotes
alimentarios. En este contexto, la preocupacion por la aparicion de cepas bacterianas
aisladas en alimentos que exhiben resistencia multiple a los antibidticos esta en constante
aumento. Por ende, la deteccién temprana de estas cepas, asi como el desarrollo de pruebas
que faciliten su identificacion, son aspectos cruciales para obtener un entendimiento mas
profundo de los diversos mecanismos y situaciones que propician la adquisicion de tales
genes de resistencia.

La importancia de profundizar en el conocimiento fundamental de cada microorganismo
involucrado en brotes alimentarios, respaldada por el desarrollo de metodologias efectivas
para su deteccidn, nos orienta hacia el logro de la inocuidad alimentaria a nivel global. Este
enfoque integral nos permite abordar no solo la prevencién de casos agudos relacionados
con L. monocytogenes, sino en mitigar la propagacion de cepas resistentes a antibioticos,

contribuyendo asi a un futuro mas seguro en el ambito de la inocuidad alimentaria.
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