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INTRODUCCION

Lalisteriosis humana es una enfermedad de rara ocurrencia, ocasionada por
una bacteria llamada Listeria monocytogenes (1). Forma parte de las
enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA), los cuales actian solamente
comeo vehiculo en la penetracién del germen en el organismo (2-4).

A pesar de que el nimero de personas afectadas por esta enfermedad es
relativamente bajo, comparado con otras enfermedades, la mortalidad es
aita (5) ya que aproximadamente 20 a 30% de las personas con listeriosis
mueren (6, 7).

Las manifestaciones primarias en el ser humano son infecciones del sistema
nervioso central, siendo la mas comdn la meningitis; en la gravidez, la
interrupcién de. embarazo, e infecciones perinatales severas como la septi-
cemia (1, 5, 8). |

Las infecciones por L. monocytogenes ocurren, principalmente, en personas
en las cuales su inmunidad celular estd disminuida (9) y se comporta como un
microorganismo oportunista (9-11).

En los dGltimos afos, el ndmero de casos de listeriosis notificados mundialmente
ha aumentade, debido al perfeccionamiento de las técnicas microbioldgicas,
al incremento del nimero de personas con el riesgo de adquirir esta
enfermedad (12) y a la tendencia de ingerir cierto tipo de alimentos (5) que,
por sus caracteristicas, se prestan con mas facilidad para ser los vehiculos de
transmisién.

A pesar de que L. monocytogenes fue descubierta en 1911 (13) y aislada por
vez primera en humanos en (929 (14), el conocimiento de este
microorganismo se comienza a desarrollar a partir de 1950 cuando se
descubre una serie de manifestaciones en animales domésticos y en el hombre,
ocasionados por L. monocytogenes (|5, 16); sin embargo, sélo en la década
de los ochenta cobra real importancia al relacionarla como agente causal de
una serie de brotes epidémicos acaecidos en Canad4, Estados Unidos y Europa
ocasionados por el consumo de alimentos como leches pasteurizadas, quesos
y vegetales (7, 17, 18).



La listeriosis ha sido estudiada y reconocida su importancia en los paises
industrializados (5, 6). Otros palses han detectado casos esporadicos de
listeriosis humana o casos de contaminacién de alimentos (5). Los informes
de listeriosis humana procedentes de Suramérica, Africa y Asia son pobres
(5, 6), posiblemente porque esta infeccién no ha sido lo suficientemente
investigada.

En Colombia, se han realizade estudios de incidencia de L. monocytogenes en
leche cruda y pasteurizada que consume la poblacién cundiboyacense (19),
como también en quesos frescos y madurados que se comercializan en Santa
Fe de Bogota (20). Los resultados indican que laincidencia de L. monocytogenes
en leches crudas es de 349% y de 2% en leches pasteurizadas (19). Estos
porcentajes representan una alta incidencia de contaminacién por L.
monocytogenes, en comparacién con estudios realizados por paises
industrializados como Holanda que registra 4,4% (21); Francia que informa
4 a2 6% (7), y Estados Unidos, 1296 en leches crudas (22).

Los resultados obtenidos en quesos frescos informan una incidencia de de
26,6% de L. monocytogenes y, en quesos madurados, de 22,8% (20); esto, al
igual que el estudio en leches nos demuestra una alta incidencia de
contaminacién por L. menocytogenes comparativamente con resultados
obtenidos por paises industrializados que informan una incidencia de 2 a
10% en las diferentes variedades de quesos (6, 23).

La revista de la Asociacion Colombiana de Neurologfa de septiembre de
1992 informa dos casos de pacientes con listeriosis en los cuales hubo
compromiso del sistema nervioso central y cuyo cultive del liquido
cefalorraquideo fue positive para L. monocytogenes (24).

Laimportancia de las propiedades patoldgicas de la bacterial. monocytogenes
amerita un estudio amplio y una cuidadosa revisién bibliografica que permitan
informar al persenal de salud, a la industria y al consumidor sobre este «nuevo»
enemigo que esti afectando encubiertamente la salud y la economfa de
nuestro pais. Por sus caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y serolégicas
requiere técnicas microbiologicas estandarizadas para el aislamiento y la
identificacion del germen en los alimentos que favorecen su desarrollo.



1. CLASIFICACION TAXONOMICA

El manual de Bergey, en su novena edicion, considera el género Listeria con
ocho especies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seefigeri, L. ivanovii,
L. grayi, L. murrayi y L. denitrificans (25); de estas especies, L. grayi y L. murrayi
actualmente son consideradas como subespecies de una sola especie definida
como L. grayi (26). L. denitrificans es morfoldgica, bioquimica y serolégicamente
diferente; los estudios del cido nucleico indican que no corresponde al género
Listeria (25) y, por tanto, ha sido considerada dentro de un nuevo género,
Jonesia (27). Ahora seis especies necesitan ser diferenciadas (cuadro ) (28).

L. monocytogenes es hemolitica y patogénica para el hombre y los animales;
se diferencia de L. innocua en que ésta no es hemolitica, ni patégena para el
hombre o los animales (29). La especie de Listeria descrita mas recientemente
como patogénica es L. ivanovii, fuertemente beta hemolitica, y estd asociada
con patologia animal siendo raro el aislamiento de cepas humanas (30, 31).

Cuadro 1. Diferenciacion de especies de Listeria

Especie Hemélisis Reduccidn Produccion de acido Virulencia
{beta)* de nitrato a ratdn
Manitol Ramnosa Xilosa
L monocytogenes + - - + - +
L. ivanovii + - - - + +
L. innocua - - - by - -
L. welshimeri - - - By + -
L. seeligeri + - - - + -
L grayi ¢ - vV + v - -

2 Sangre de cordereo

bV variable

© L, grayi, ahora incluye la especie reductora de nitratos, ramnosa, variable anteriormente
conhocida como L. murrayi.

Tormado de: FDA. Manual de bacteriologia analitica. Listeria monacytogene. |995(28).



2. GENERALIDADES DE LISTERIA MONOCYTOGENES

2.1 Habitat

Listeria monocytogenes es un germen ubicuo {6); se encuentra en el suelo, el
polvo, el agua, los alimentos ensilados, las aguas residuales, el forraje, el fango,
los abonos naturales y las aguas de rios; se ha aislado del intestino del hombre
y de los animales mamiferos, domésticos y salvajes, de péjaros, peces y
crusticeos (3, 8, 17, 18).

Los estudios realizados en mataderos y plantas elaboradoras de ovoproductos
revelan que 30% de sus trabajadores alberga L. monocytogenes en sus heces

(18).

La excrecién del microorganismo por materia fecal en personas sanas es
.menor de |%; en contactos y pacientes asintomaticos es de 26% y en
trabajadores de mataderos es de 4,8% (24, 32).

2.2 Caracteristicas generales

L. monocytogenes es un bacilo o cocobacilo grampositivo, con extremos
redondeados, de 0,5 22,0 micras de largo por 0,5 micras de grueso; se puede
presentar en diferentes formas, solos, en parejas o en cadenas cortas de 3 a
5 organismos, algunas veces enforma de 'V o de’Y; carece de capsuiay esporas.
Es mévil mediante flagelos perftricos y esta movilidad se manifiesta mejor a
temperaturas de 20 a 25 °C, aunque puede llegar a ser imperceptible o nula
a 37 °C, cuando reduce sus flagelos a | o 2 en su posicidn polar. Aunque es
grampositivo, en cultivos viejos puede aparecer como gramnegativo al perder
su capacidad de retener el colorante (18, 25). Es aerobio y anaerobio
facultativo (25).

En cuanto a temperatura, sus limites de crecimiento estan entre | y 45 °C,
con temperatura Sptima entre 30y 37 °C (18, 25); es psicréfilo, tiene habilidad
de crecer a temperaturas de refrigeracion (33).

Con respecto al pH, es capaz de desarrollarse en un rango de 4,1 a 9,6.
Pasados estos limites, se inhibe su crecimiento, aunque puede sobrevivir (2,

18, 25).



El crecimiento éptimo se produce en una atmésfera constituida por 5% de
oxigeno y de 5 a 109 de diéxido de carbone (18).

Sus requerimientos nutricionales son: vitaminas del grupo B, biotina,
riboflavina, tiamina y 4cido tiéctico; algunos aminoacidos, cisteina, glutamina,
isoleucina, leucina y valina, y carbohidratos tales como la glucosa (25, 34).

2.2.1 Resistencia

Es bastante resistente a condiciones ambientales adversas; puede sobrevivir
sermanas a meses en hierba, arena, tierra, leche y otros productos (18).

Se ha comprobado su supervivencia durante 295 dias y ain méas tiempo en
suelos hiimedos (35).

En leche en polvo sobrevive 12 semanas (36).

En queso Cheddar y en helados, su supervivencia es mayor a los [50 dias
(18).
Puede sobrevivir 30 dias en yogurt (37).

Soporta altas concentraciones de cloruro de sodio ya que es capaz de
sobrevivir en concentraciones de 25%; se desarrolla a concentraciones de
10% (18, 25, 38); lasat y los nitritos utilizados separadamente no son buenos
inhibidores, pero si lo son cuando se utilizan en combinacién en cantidades
permitidas para ellos (18).

2.2.2 Termorresistencia

Su resistencia al calor ha side estudiada a raiz de un brote de listeriosis ocurrido
en tos Estados Unidos por el consumo de leche pasteurizada (4), originando
diferentes opiniones en los investigadores referentes a que la pasteurizacién
clasica no siempre destruye a L. monocytogenes.

Estas son algunas de las principales teorias:

- Potel (1955) sostiene que la bacteria puede resistir la temperatura de
pasteurizacion (39).

- Barza (1985) considera la teoria no comprobada de la supervivencia de L.
monocytogenes en la leche pasteurizada y aduce que se debe a que la bacte-
ria es englobada por el alto contenide de material graso o por los Jeucocitas
de ésta {casos de mastitis) (40).

- Bradshaw (1985) informa que el tratamiento térmico de la leche a 71,7 °C



durante 9 segundos, con un contenido de 10° células de L. monocytogenes
por mL, es suficiente para que la leche esté libre de L. monocytogenes (41).

- Doyle (1987) dice que L. monocytogenes sobrevive a la temperatura de
pasteurizacién HTST, 71,7 °C por 15,4 segundos (42).

- Obiger (1976) afirma que L. monocytogenes muere a temperatura de
pasteurizacion HTST (18). '

- Algunos investigadores dicen que la termorresistencia de L. monocytagenes
no se ve afectada por su situacion intracelular (43, 44).

- La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1988) concluye que la
pasteurizacidn es un proceso seguro el cual reduce el nimerc de L.
monocytogenes contenido en la leche crudaa niveles en los cuales no presenta
un riesgo apreciable para la salud humana, pero recomienda hacer mds
estudios al respecto (5).

L. monacytogenes puede estar presente en la leche como germen libre,
especialmente después de una buena homogenizacién o en forma intracelular.
Segiin algunos investigadores, cuando se encuentra libre en la leche, se
destruirfa por las técnicas habituales de pasteurizacién, pudiendo resistiria si
se encuentra en forma intracelular y cuando existe alta carga microbiana

(18).

Se deduce, entonces, que silos microorganismos resisten la temperatura de
pasteurizacién de la leche, sobre todo si su carga inicial es elevada, los pocos
que puedan sebrevivir tienen la oportunidad de muiltiplicarse a temperatura
de refrigeracién durante el almacenamiento del producto debido al caracter
psicrotréfico de la bacteria; y con respecto a la mejora en la tecnologia de los
alimentos, que ha conseguido la disminucién de la flora competitiva de
contaminacién, pero, en el caso de L. monocytogenes, por ser psicrotréfico
contintia el riesgo, debide a que crecera mas facilmente (18).

La coccidn de productos carnicos a una temperatura intema de 70°C durante
2 minutos, destruird L. monocytogenes (34, 45, 46).

2.2.3 Patogenicidad

Unc de los tantos factores de patogenicidad de L. monocytogenes es la
produccién de una hemolisina llamada listeriolisina O (LLO), la cual ocasiona
la lisis de los gldbulos rojos, observandose como una ligera beta-hemélisis en
agar sangre (18, 34); sin embargo, esta hemdlisis es extremadamente varia-
ble y se dificulta su deteccién in vitro (47).
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2.3 Caracteristicas bioquimicas

(18, 25, 28)

Cuadro 2

Reacciones bioquimicas ' - Respuesta
Teécnica de Henry para observacion de colonias

producida por luz oblicua transmitida Colenias azul-gris
Catalasa Positiva
Citocromo oxidasa MNegative
Meotilidad an forma de sombrilla (T: 20-25 °C) Positiva
Vogas-Proskauer Positivo -
Rojo de metilo Fositivo
H,S Negative
Indol Negativo
Reduccidn de nitratos . Megativo
Hidrdlisis de la escutina Positivo
Hidrélisis de |a casefna Negative
Hidrélisis de la gelatina Negativo
Hidrélisis de la urea MNegativo
Fermentacién sin gas de:

- Glucosa Pasitive

» Ramnosa ‘Positivo

+ Maltosa Positivo
Fermentacién de;

- Xilosa MNegative
+ Manitol Negative

2.4 Constitucién antigénica

Las cinco verdaderas especies de Listeria: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri y L. seeligeri, se caracterizan por poseer antigenos que
dan origen a 17 serovariedades.

Los antigenos somaticos O (1-4) dan origen a |5 serovariedades y hay 5
antigenos flagelares o antigenos H (a-¢).

L. monocytogenes esta representada por |3 serovariedades (34) (cuadro 3).

En L. monocytogenes, los serotipos que con mayor frecuencia se aislan son el
seratipo | con 33% y el serotipo 4 con 65% (18, 34).

95% de los aislamientos humanos corresponde a los serotipos |/2 a, 1/2b, 4b
(6). Pero, la mayoria de los serotipos aislados de origen humano corresponde
al serotipo 4b, mientras que el serotipo 1/2 se ha aislado principalmente de
los alimentos y del ambiente de produccién (48).



Cuadro 3, Serclogia de las diferentes especies de Lister/a.

Especies Serotipos

L. monocyiogenes 1/2A, 1/2B, 1/2C, 3A, 3B, 3C, 4A, 4AB, 4B, 4C, 4D 4E, "7
L. ivanovii 5

L innocug 4AR, 6A, 6B, Un®

L. welshimeri 6A, 6B

L. saeligeri 1/2B, 4C, 4D, 6B,Un

*n: indefinide
Tomado de; FDA. Manual de bacteriologfa analitica. Listerfa monocytogenes; [995(28).

Gray y Killinger, en 1966, indicaron que los serotipos de Listeria no estan
relacionados ni con el hospedador ni con el proceso patoldgico, ni tampoco
con el origen geografico (16).

A pesar de que los serotipos 1/2 a y 4b presentan algunas diferencias
geograficas, 65 a 809 de los brotes de listeriosis ocurrida en Estados Unidos
y Canada pertenece al serotipo 4b. En Europa oriental, Africa occidental,
Alemania central, Finlandia y Suecia la serovariedad registrada es |/2a; en
Francia y Holanda, los serotipos aislados son |/2a y 4b en proporciones
aproximadamente iguales (49).
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3. EPIDEMIOLOGIA DE LA LISTERIOSIS

3.1 Definicién

Se ha dade el nombre de listeriosis al grupo general de desérdenes causados
por L. monocytogenes (8, 16) y es clinicamente definida cuando el
microorganismo es aislado de sangre, de LCR o de tejidos que normalmente
son estériles (placenta, feto) (8) y los alimentos se han visto implicados como
el medio de transporte de L. monocytogenes, en la penetracion al organismo
en tejidos y érganos de eleccion (2).

3.2 Nota historica

Huiphers, en 1911, aislé por primera vez L. monocytogenes de un foco
necrético del higade de un conejo, un bacilo al cual le llamé Bacilius hepatis

(16). ' '

En 1926, Murray, Webb y Swann lo aislaron durante una epidemia de mono-
nucleosis que afectd a conejos y cobayos en algunos laboratorios de Cam-
bridge, como un bacilo grampositivo y le dio el nombre de Bacterium
monocytogenes {13); monocytogenes, debido al hallazgoe de un gran ndmero
de monocitos en sangre periférica de animales infectados en forma natural y
artificial (16). Luego, se aisié de ovejas, cabras, cerdos, caballos, ratasy moscas

(18).

En 1927, Pirie le dio el nombre de Listerella hepatolytica (|6}, nombre que
fue cambiado en 1940 por Listeria monacytogenes (16, 50).

Nifeldt, en 1929, informé el primer caso de listeriosis humana.

L. monocytogenes es realmente importante y comienza a ser investigado en
los afios ochenta, al presentarse una serie de epidemias relacionadas con el
consumo de alimentos contaminados con este microorganismo (5-8).

El primer brote de listeriosis se observo en 1981 en Nueva Escocia, Canada;
afecté a 4| personas, entre ellas, 7 adultos y 34 en edad perinatal y ocasioné
la muerte a 18 personas. E! alimento implicado fue la ensalada de repollo
fertilizado con estiércol de ovejas con listeriosis. Esta ensalada fue refrigerada

13



durante un tiempo. Ei origen se confirmé por medio de estudios
epidemiolégicos y microbiologicos y se aislé el serotipo 4b (3).

En 1983, un brote de listeriosis ocuttié en Boston (Massachusetts); afecté a
49 personas: 7 recién nacidos y 42 adultos, de los cuales murieron 14 perso-
nas. El alimento incriminado fue la leche pasteurizada; posiblemente,
contaminada después de la pasteurizacion; se aislé el serotipo 4b en 80%

(4).

En 1985, en California, se presentS una epidemia ocasionada por L.
monacytogenes, la cual afect6 a 142 personas. 93 eran mujeres embarazadas
y 49 adultos. Ocasiond la muerte a 48 personas. E! alimento implicado fue el
de queso fresco, tipo mexicano. 82% correspondié al serotipo 4b (51).

En Filadelfia (Pensilvania), entre 1986 y 1987, hubo 36 casos: 32 personas
adultas no embarazadas y 4 recién nacidos. En total, ocasiond la muerte a 16
de las personas afectadas. Los alimentos implicados fueron los helados; el
salami y las hortalizas (52). Estos fueron los mayores brotes de listeriosis en
Norteamérica entre 1981 y 1987.

En Europa, se observaron brotes de listeriosis desde 1983 a 1993. Suiza
registré 122 casos de listeriosis, en un periodo de cuatro afios, comprendido
entre 1983y 1987. El alimento implicado fue queso de pasta blanda de marca
Vacherin Mont d‘Or (6, 53). Pero, el brote de listeriosis mas relevante fue
ocasionado por este tipo de quesos consumidos en ia cena de afio nuevo en
1987 que afectd a 31 personas, de las cuales murieron 3 (7).

El Reino Unido, en (988, registré 2 casos esporadicos, ambas mujeres
embarazadas, y se produjo aborto y muerte del feto. Los alimentos implicados
fueron el pollo y el queso (54).

En el Reino Unido, entre 1989 y 1990, hubo un brote que afecté a 300 per-
sonas y el alimento implicado fue un paté (6, 55).

En la mayoria de los brotes anteriores, se encontré el serotipo 4b como el
agente causal.

En Francia, en 1992, se presentaron 279 casos de listeriosis en |0 meses. El
alimento implicado fue la lengua de cerdo en aspic (6, 56).
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Francia, informé 25 casos de listeriosis en 993, ocasionados por productos
sudados de cerde (6, 57).

Observando los anteriores datos, podemos conciuir que se conocen pocos
brotes epidémicos pero muy importantes y con una alta mortalidad.

En Colombia, a pesar de que se habfan presentado casos comprobados de
listeriosis humana (24), no se habfa realizado ninglin estudio que demostrara
la relacion de dicha enfermedad con la ingestion de algunos alimentos
contaminados con L. monocytogenes. Fue, entonces, cuando el Grupo de
Microbiologia de Alimentos del Instituto Nacional de Salud hize su primera
investigacién en leches crudas y pasteurizadas que consume la poblaciéon
cundiboyacense (19).

3.3 Transmisién

A pesar de que la epidemiologia de la enfermedad continta siendo bastante
desconocida, todo parece indicar que la infeccién se produce primordialmente
por via oral (2, 32) siendo las fuentes de-infeccién: el hombre, los animales y
el medio ambiente (18).

Las vias de contagio son:

* Por expeosicion directa, el germen invade la piel y las conjuntivas. Es el
caso de veterinarios y granjeros que manipulan animales recién nacidos y
productos del aborto (16).

» Por via transplacentaria © transgenital (3).

* Principalmente, por via oral debido ala ingestion de alimentos
contaminados con L. monocytogenes (1-3).

Estudios epidemiolégicos realizades durante las principales epidemias en EUA
y Europa han demostrado que la ingestién de alimentos contaminados causa
la enfermedad (3, 4, 18, 32} y que, en la mayoria de brotes epidémicos en los
seres humanos, se ha encontrado una fuente alimentaria (3, 4) y debido a
que el microorganismo se puede encontrar en todo lugar y, como
consecuencia de sus caracteristicas ecoldgicas, tiene la capacidad de ser
transmitido al ser humano mediante la cadena alimenticia, medio ambiente-
animal-alimento-persona (figura |) (58).

Se ha demostrade que la contaminacién por L. monocytogenes en plantas
procesadoras de alimentos proviene de animales o productos de origen ani-




mal infectados, trabajadores portadores asintomaticos ¢ por manipulacién
inadecuada de los alimentos (6). '

Los desechos liquidos de las plantas procesadoras de alimentos donde la
bacteria puede crecer aumenta la diseminacién de L. menocytogenes en el
ambiente (6). '

El papel de los silos en la transmisién de la enfermedad animal fue
documentado por Gray en 1966 (16).

L. monocytogenes es, por tanto, un microorganismo ambiental cuyo medio
primario de transmisién a los humanos es a través de los alimentos
contaminades durante su produccién y procesamiento (5).
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Figura 1. Epidemiologfa de la listeriosis, tomade de AUdirier A and Martin C. Phage typing
of listeria monocytogenes int. |. Food microbiclogy 1989;8:(58)251-7



3.4 Grupos de riesgo

Diversos estudios epidemiolégicos muestran ciertas categorfas de
consumidores los cuales son particularmente sensibles a la infeccion con L.
monocytogenes, provocando enfermedades graves y muerte. Se trata, en par-
ticular, de:

- mujeres en embarazo (3, 6, 8);

- los recién nacidos o nifios en el periodo neonatal (5, 6, 8);

- personas en las cuales el sistema inmunoldgico se encuentra comprometido
debido a enfermedades tales como el cancer, el SIDA, la diabetes, etc,;
intervenciones médico-quirlrgicas como los trasplantes renales, los
tratamientos de quimioterapia, la radioterapia o la terapia con cortisona
(9, 10), o como consecuencia de habitos como el alcoholismo (5, 6, 8};

- ancianos en los cuales fos mecanismos de defensa se encuentran disminuidos
(5, 6, 8).

1.5 Alimentos asociados

Los alimentos que con mayor frecuencia se han asociado con L. monocytogenes
son las leches crudas, la carne de cerdo, la carne cruda de ave, la carne
picada y congelada de vaca, la carne de cordero, la carne cruda de vaca, el
bistec de carne de vaca, las empanadas de carne de vaca, los embutidos
secos y frescos de carne cruda en general, las carnes listas para comer, el
salchichén, las porciones de carne de pavo, los canales de polio, los pollos
asados, los pollos y los patos crudos, el pollo precocido refrigerado, los
helados, los quesos blandos y semiblandos, los alimentos marinos, el huevo
entero liquido, los asados de carne al por menor, los alimentos semipreparados
congelados, las ensaladas frescas, las hortalizas como rébanos, pepinos, col,
repollo, lechuga y champifiones, y las patatas (34).

3.6 Prevencion y control

A pesar de laamplia distribucién de este microorganismo en la naturaleza, la
infeccién es prevenible y susceptible de control con medidas de relativa facil
aplicacién y bajo costo, aplicables para cualquier patégeno. De hecho, es
necesario reconocer que un programa eficaz de prevencién y control implica
la participacidn activa de muchos grupos y entidades.

A continuacién se plantean medidas especificas dadas, en su mayoria, por la
Organizacién Mundia! de la Salud que corresponde cumplir a los dlferentes
sectores afectados vy a las entidades de control,



3.6.1. Para [a industria

- realizar campafias de capacitacion y concientizacion para manipuladores
de alimentos, sobre pricticas adecuadas de higiene y limpieza (3);

- asegurar la adecuada higiene y limpieza en todo el personal que, directa o
indirectamente, manipula alimentos {5); :

- evitar la contaminacién cruzada de productos crudos con cocidos (5);

- aislar fisicamente todas las areas del proceso (5);

- mantener en la fibrica, en cuanto sea posible, un ambiente seco debide a
que L. monocytogenes es comiin en ambientes himedos (5);

- identificar oportunidades de supervivencia y crecimiento de L.
monocytogenes en el ambiente de la industria y, por supuesto, en el producto
(o)

- identificar vehiculos de contaminacién y eliminarlos (5);

- implantar regimenes de cuarentena adecuados para eliminar
microorganismos patégenos en caso de contarminacién (5);

- asegurar que las comidas empacadas en empagques intactos que han recibido
procesos lister! das en cualquier momento de su produccién, estén libres
de L. monocytogenes durante el tiempo normai durante el cual el producto
permanece en jos estantes y mientras el empaque permanezca intacto (5);

- asegurar la adecuada conservacién de los productos ya elaborados (5);

- desarrollar investigacién de nuevas soluciones tecnolégicas al problema de
L. monocytogenes en productos que no se someten a tratamientos listericidas
antes del consumo pero que han sido tradicionalmente considerados sin
problemas, como es el caso de las comidas crudas mezcladas con otros
ingredientes {(5);

- utilizar un programa éptimo de control de calidad; se recomienda la
implantacién del sistema HACCP (anilisis de riesgos y puntos criticos de
control) (5);

- seleccionar los desinfectantes que sean capaces de inactivar los
microorganismos en presencia de materia organica (5). Un desinfectante
que se puede recomendar es el hipoclorito de sodio a concentraciones de
50 a 200 ppm con tiempos de contacto de 3 a 30 minutos; pero, en cada
situacién especifica, se debe emplear fa concentracion bactericida minima
durante el menor tiempo posible (59, 60);

- colaborar de cerca con los operarios de los equipos para mejorar el disefio
higiénico (5);

- asegurar que los procesos de limpieza y desinfeccion sean efectivos (3);

- asegurar la adecuada conservacion de los productos ya elaborados (5);

- recordar que el mejor control de la listeriosis con respecto a los alimentos
es la aplicacidn de buenas practicas de manufactura (18). Por tanto, la
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comisién internacional de especificaciones microbicldgicas para alimentos
(ICMSF) considera que sélo el dominio higiénico preventivo de cada etapa
del proceso de fabricacién de un alimento podri reducir o eliminar L.
monocytogenes (61). S :

3.6.2. Para las autoridades de salud

Desarrollar programas amplios de informacién sobre la prevencién de L.
monocytogenes al consuniidor (5); '
comenzar o continuar los programas de educacién piblica para ayudar a
los consumidores a protegerse de este microorganismo en comidas crudas
solas o mezcladas y en comidas procesadas de frecuente manipulacién (5);
estimular el uso de radiacién ionizante para la eliminacién de L,
monocytogenes, especialmente, comidas que son suceptibles de
contaminacion con este microorganismo y para cualqmer comida empacada,
procesada o cruda (5);

verificar que los consumidores no reciban un falso sentido de seguridad
tanto en comidas crudas como en procesadas (5);

sustraer del mercado cualquier comida que haya demeostrado ser
casualmente asociada con casos humanos de listeriosis (5);

trabajar con sectores afectados de la industria alimenticia para poder
prevenir y eliminar la presencia de L. monocytogenes en las comidas (3);
cooperar con la industria alimenticia, con universidades e institutos de
investigacién para coordinar programas de investigacion sobre este
microorganismo (5);

promover investigacién para determinar formas para reducir o eliminar L.
monocytogenes de la comida cruda y de comida procesada en 4reas de salud
publica donde el impacto es mayor; por ejemplo, en delikatessen y
restaurantes (8);

educar a los profesionales de la salud acerca del problema de ia listeriosis
producida por los alimentos para que ellos puedan hacer recomendaciones
apropiadas a los pacientes que tienen alto riesgo de contraer la enfermedad
y acerca de los beneficios y riesgos de consumir alimentos crudos, mezclados
o procesados (5);

hacer un seguimiento epidemioldgico de los casos de listeriosis humana
clinicamente comprobados (5);

establecer un sistema de monitorizacién para detectar casos aislados y
epidemias de fisteriosis humana (5);

implantar medidas de vigilancia, control y analisis de allmentos susceptibles
en las plantas de fabricacién, para asegurar productos libres de
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contarminacién con L. monocytogenes (18). Al respecto, la ICMSF considera
que estos andlisis sélo verifican que el sistema de control de calidad
implantado en la fabrica (HACCP) asegura calidad microbioldgica. Ademas,
la ICMSF considera que los andlisis microbioldgicos de L. monocytogenes
para productos tomados en el mercado o en libre circulacién no garantizan
seguridad y, por tanto, no recornienda planes de muestreo propuestos para
andlisis de rutina de alimentos como medio para asegurar inocuidad (6 ).

3.6.3 Para las entidades prestadoras de servicios de salud

- Informar a las personas que pertenecen a los diferentes grupos de riesgo
sobre la contaminacion con L. monocytogenes (5);

- desinfectar sistemiticamente las salas y habitaciones ocupadas por recién
nacidos infectados con listeriosis (3);

- tomar medidas de aislamiento apropiadas para casos sospechosos y
comprobados de listeriosis, especialmente, en dreas endémicas.

3.6.4 Para el sector de agricultura y ganaderia

- Evitar el uso de fertilizantes crudos en los cultivos (heces y desechos) (5);

- incinerar los productos de animales infectados recién nacidos y de abortos
ocasionados por L. monocytogenes (18);

- comercializar solamente leches procedentes de animales sanos, libres de
mastitis. Guitter y colaboradores, en 1980, comprobaron la presencia de
L. monocytogenes en la leche un mes después de la suspensién de los sintomas
clinicos en el animal infectado (62).

3.6.5 Para el consumidor

- Adquirir productos alimenticios en expendios que ofrezcan la mayor
seguridad por su empaque, conservacian e higiene (5);

- no consumir leche cruda ni derivados tacteos elaborados con leche cruda
(19, 20).

20



4. PATOGENIA

4.1 Yirulencia

L. menocytogenes es un microorganismo virulento, facultativo intracelular (3,
16), que es capaz de invadir y multiplicarse en diversos tipos de células del
huésped (eucariotes) (63, 64), especialmente en macréfagos (65, 66),
enterocitos (67) y hepatocitos (68, 69) y es responsable de diversas infecciones
en humanos y animales (16).

Los pasos en ei proceso de la infeccion han sido objeto de interesantes
estudios, los cuales sugieren la presencia de receptores de membrana,
presentes en el hombre y en los animales, que permiten la penetracién de la
bacteria al enterocito, al hepatocito y al macréfago del huésped, y su capacidad
de atravesar los endotelios y alcanzar los érganos blanco de infeccion (64).

Muchos de los conocimientos de la listeriosis humana han sido reproducidos
experimentalmente en el ratén (70} y en la induccién de inmunidad mediada
por células (71). Estos estudios revelan que, en una primera infeccién con L,
menocytogenes, se produce una respuesta eficiente de inmunidad celular
{linfocitos T) y que los anticuerpos juegan un papel (no medible} en la
recuperacién de la infeccion primaria y en la proteccién contra la infeccién
secundaria (65, 70-72).

L.a entrada en el organismo del huésped acurre con la ingestion de alimentos
contaminados con L. monocytogenes (73), lo cual sugiere que el mejor sitio
de penetracién en el huésped es el intestino (74). La entrada en células
intestinales es motive de incertidumbre (72); se han descrito dos sitios: la
penetracién y multiplicacién dentro de los enterocitos observada in vivo a
través del microscopio electronico (67) y en las células M que cubren las
placas de Peyer, donde la bacteria penetra y se multiplica (75, 76). Luego,
atraviesa la barrera intestinal donde puede invadir y multiplicarse en células
fagociticas (macréfagos) e ir por via sanguinea a higado y bazo (67).

En higado, es rapidamente fagocitada por las céiulas de Kupffer (macréfagos)
y la mayoria del inéculo (90%, aproximadamente) es fagocitado durante las
primeras seis horas (66, 68). Aqui, las bacterias sobrevivientes crecen e
infectan los hepatocitos adyacentes, los cuales son destruidos por los
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neutrdfilos durante las primeras 24 horas y, en una etapa mas tardfa, de la
infeccion por los macréfagos (69, 77).

Una vez lisados los hepatocitos, la bacteria es liberada y puede ser ingerida
por neutréfilos o macrofagos; la temprana muerte en el higado sirve para
reducir la infeccién a niveles en los cuales el huésped puede resolver este
problema por mecanismos de resistencia (73, 77, 78}, En el ratén, el
hepatocito es el mejor sitio para la multiplicacion intracelular de la bacteria -
{69, 77).

Durante el proceso de infeccién, dependiendo de la respuesta inmunitaria
del huésped, la bacteria sera eliminada o diseminada por via sanguinea al
cerebro o ala placenta (1 6).

El mecanismo de entrada de L. monocytogenes, estudiado por un grupo de
investigadores del Instituto Pasteur (7, 72, 73), muestra que cuando la célula
bacteriana entra en contacto con el huésped hay una respuesta de fagocitosis,
la cual es producida por dos tipos de células fagociticas (72, 73): los macréfagos
(65, 68) y las células no fagociticas o fagocito-inducidas como son las células
epiteliales intestinales (67) y ios hepatocitos (68, 69).

En el caso de la penetracion de la bacteria en la célula huésped a través de
macrofagos, se requiere la presencia de receptores como el CR3 y otros aln
no conocidos {72). Los estudios in vitro demuestran que en esta respuesta
existen dos tipos de macréfagos de acuerdo con su actividad listericida, algunos
que permiten el crecimiento intracelular de la bacteria y otros que la conducen
a lamuerte (65, 72, 79, 80); y que, de acuerdo con el tipo de receptor usado
durante la fagocitosis, influye directamente sobre el destino de la bacteria
(72).

En los macréfagos listericidas, la bacteria permanece atrapada en la vacuola
del fagolisoma (81, 82); en este caso, el receptor utilizado es el receptor
CR3 (81, 83, 84), mientras que los macréfagos peritoneales no listericidas
fagocitan Listeria por otros receptores diferentes al CR3, atin no conocidos
(84, 85).

Parece probable que los macréfagos listericidas destruyen L. monocytogenes
por vias téxicas diferentes (radicales de oxigeno, nitrégeno) (86, 87).
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En el caso de la internalizacién inducida de L. monocytogenes en células no
fagociticas profesionales, (células epiteliales caco-2) intervienen dos proteinas
(73): la internalina que es una proteina de 80 kD, proteina de la superficie de
la célula (88) y la proteina P60 que es la proteina extracelular grande sugerida
en el proceso de invasién y que tiene actividad bacteriolitica (89); el papel de
la protefna P60 en la entrada debe ser indirecto debido a que la sola presencia
de internalina es suficiente para la entrada de L. monocytogenes en células
epiteliales caco-2 in vitro (72).

Los mutantes en el gen inl A que codifica para internalina, no son invasores
en las células epiteliales de la linea caco-2. Ademas, la introduccién de inl A
en un plasmido en L. innocua, una especie no patdgena y no invasora, permiten
a esta bacteria recombinante entrar en las células caco-2 in vitro (72, 73). Se

piensa que la proteina P60 es requerida en una etapa posterior de la division
celular (89).

Ademas, los estudios de hibridacion han mostrade que inl A es parte de una
familia multigénica; un miembro de esta familia inl B que codifica para una

proteina de Ia superficie es necesario para la entrada de L. monocytogenes en
los hepatocitos humanos {HepG-2) y murinos (ATCC TIB73) (72, 74).

l.a infeccién en la célula huésped comienza con la internalizacién de la bacte-
ria en la célula huésped (73).

La bacteria se encuentra en el fagolisoma donde permanece por 30 minutos
antes de lisarlo (73). Las condiciones que existen en el fagolisoma, pH acido
5,5 y bajas concentracicones de hierro no le permiten multiplicarse (64), pero
provocan la secrecidn de una hemolisina llamada listeriolisina QO {L.LO)(64).
LLO es una proteina de 58,6 kD (73, 90) que reconoce el colesterol de
membrana (73) y después, por oligomerizacién, va a formar poros lisando la
membrana del fagolisoma y emigrando al citosol de [a célula en donde
encuentra un medio favorable para su multiplicacién (64, 91).

Esta listeriolisina O (LLO) es el primer factor de virulencia identificado y
juega un papel esencial en la multiplicacién intracelular (64, 92). Sin embargo,
no existe una correlacién entre la actividad hemolitica de una cepa y su
virulencia (47). :
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El mecanismo de escape de la bacteria, de la membrana vacuolar al citoplasma,
ha sido estudiado por mutagénesis de transposones y se observa que los
mutantes no hemoliticos son incapaces de multiplicarse intracelularmente
debido a que no producen LLO y, por tanto, no pueden lisar fa membrana
(64, 93).

Diversos estudios sugieren que otros factores diferentes a la LLO pueden
estar involucrados en el escape del fagolisoma come la enzima fosfolipasa C
(PI-PLC)(73, 94, 95) enzima que actla sobre la fosfatidilinositol, es una
proteina de 36,3 kDa {96).

Una vez ubicada la bacteria en el citoplasma, se multiplica en un tiempo
aproximado de una hora y comienza a moverse asociandose con filamentos
de actina de la célula huésped (73, 93). Estos filamentos se reunen en la parte
posterior de la bacteria intervinienda en su mavimiento a través del citoplasma
a la periferia de la célula (73, 93, 96). Este movimiento es rapido; se piensa
que ta fuerza de propulsién (en forma de cohete) se debe a la polimerizacion
de la actina de la céluia huésped (96-98).

El contacto del movimiento de la bacteria con la membrana del plasma in-
duce la formacién de una protuberancia para la formacién del pseudépodo;
el contacto entre esta protuberancia y las células vecinas resulta en la
inter nalizacién de la bacteria, quedando ef pseudépodo en la nueva célula
infectada; la bacteria es rodeada por dos membranas plasmaticas, las cuales
deben ser lisadas para poder iniciar un nuevo ciclo de multiplicacién y
movimiento {73, 99). La lisis de las dos membranas de la vacuola es debida a
la fosfolipasa C o lecitinasa especifica de fosfatidilcolina (PI-PLC) (100), una
proteina de 33 kDa (73, 95).

Entonces, L. monocytogenes se puede diseminar directamente de una célula a
otra, evitando asi unos mecanismos de defensa del huésped como son los
anticuerpos circulantes y el complemento (figura 2) (72).

24



ENTRADA
(INTERNALINA}

LIS DE LAS
DOS MEMBRANLAS
DE LA VACUOLA {L ECITINASA)

MUATIPLICACION
HETRACELUL AR

MOVIHIENTO

DISEMINACION
MTRACELWAR (ACT &
R ! CEWLA-CELYLA

Figura 2, Los pasos sucesivos del procese infeccioso de Listeria monecytogenes. Tomado
de Dramsi 8., Lebrun M., Cossart R Molecular and genetic determi_nants invalved in invastén
of mamalian cells by Listeria monocytogenes 1996 Instituto Pasteur (72).

4.2 Listeriosis humana

L. monocytogenes ocasiona la enfermedad en humanos en la forma de
infecciones oportunistas severas (3, 100).

La puerta usual de entrada es el intestino y alin no se sabe si produce diarrea
por si misma o si aprovecha la infeccién por otro patégeno para poder invadir
la mucosa intestinal y, de alli, diseminarse por via hematégena para infectar
otros drganos como el higado, el bazo, el corazén, el sistema nervioso cen-
tral y el (tero (3, 24, 32). Los sintomas gastrointestinales tales como nduseas,
vémitos y diarreas pueden preceder a las formas mas serias de listeriosis o
pueden ser solamente sintomas (8, 32).

El periode de incubacién en personas adultas es de una a varias semanas de

duracién y, en bebés infectados en el momento de nacer, el periodo de
incubacién es de 1 a 4 semanas después del nacimiento (34).
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Cuando L. monocytogenes se disemina por via sanguinea al sistema nervioso
central puede ocasionar enfermedades como la meningitis supurativa aguda,
la cerebritis focal o multifocal, la meningoeiicefalitis, el absceso cerebral o
espinal, [a listeriosis pontobulbar o la romboencefalitis (12, 24, 32, 101, 102).
Es probable que muchos casos de listeriosis no se diagnostiquen debido a
que se pueden confundir facilmente con otras infecciones bacterianas tales
como micosis © neurotuberculosis (24, 32, 102).

Esta listeriosis def SNC es de rara ocurrencia en el adulto y afecta tanto a
huéspedes normales como a personas con compromiso de fa inmunidad
celular {12, 24, 32).

En la mujer embarazada, [. monocytogenes se disemina por via sanguinea y
atraviesa la barrera transplacentaria, ocurriendo infeccién en el feto y en el
recién nacido (3, 32). Esta infeccion acurre con mayor frecuencia en el tercer
trimestre del embarazo; se puede presentar como asintomatica o presentarse
como un simple periodo febril de corta duracién o proceso viral, mialgias y
cefalaigias (6, 7, 32) en la que, tres semanas mas tarde de la presencia de
estos sintomas (7, 32), ocurre el aborto espontaneo, la muerte fetal, ios
mortinatos, la septicemia neonatal severa y la meningitis infantil (6, 7, 32).

La literatura hace mencién de historias de pérdidas fetales ocurridas por L.
monocytogenes, pero no han sido o suficientemente documentadas mediante
la tipificacién de cepas (6).

La mujer embarazada es mas susceptibie de sufrir listeriosis debido a la
disminucién de la inmunidad celular {7) y, también, al aumento de la hormona
progesterona la cual permite el desarrallo de L. monocytogenes (18).

Produce también granulomatosis, septicemia en neonatos (3, 32) y septicemias
en adultos, las cuales se ven con frecuencia comprometidos con otitis media,
faringitis y sinusitis (16, 32).

Produce endocarditis, neumonia, conjuntivitis (1, 32, 101}, uretritis (3), peri-
tonitis, lesiones cutineas papulares y pustulas cutaneas {1 6); como el nimero
de casos de listeriosis en humanos es relativamente pequefio, se sospecha
que se producen formas subclinicas de esta infeccidn que, de alguna manera,
conducen a fa inmunidad (24, 32).

En neonatos, es la tercera causa de muerte por meningitis ocasionada por L.
monocytogenes después de E. coli ¥y S. agalactiae; también produce

granulomatosis infantil séptica (3).
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La mortalidad, en casos de meningoencefalitis asociados a septicemias y en
perfodo neonatal, puede llegar hasta 80% (8, 32).

Pero, ia mortalidad por meningitis influida por factores predominantes es de
30%, en pacientes inmunodeprimidos es de 60% y en huéspedes normales

de 13% (24, 101).

En los Estados Unidos, el Centro para el Control de la Enfermedades (CDC)
informa que se producen 1.600 casos de listeriosis humana por ano, de las
cuales ocurren 415 muertes (8).

En el hombre y en los animales, existe un estado de portador asintomatico
(16, 18, 32).

La dosis infectante de L. monocytogenes ain no es conocida (5, 8, 18). Para
algunos investigadores, es de [0° a 10° UFC/mL (18), pero, es légico pensar
que la dosis infecciosa en L. monocytogenes como de cualquier otro patdgeneo
trasmitido por alimentos, depende de los siguientes factores: el estado
inmunolégico del huésped, la concentracion del patégeno en el alimento, la
virulencia de la cepa y la cantidad de alimento consumido (6).

4.3 Listeriosis animal

Guitter, en | 985, clasificé la enfermedad asi (15, 17): _

I- «infeccién de la gravidez con el subsecuente aborto, mortinatos, o muerte
neonatal» {15, 7). Los bovinos y las ovejas son los animales domésticos
afectados con mayor frecuencia; por via sanguinea, se infecta el Utero vy,
rapidamente, la placenta y el feto es abortado. También, se han informado
abortos en cerdos.

II- «Infecciones viscerales o septicemias» (15, |7). Estas infecciones son las mas
comunes durante las primeras semanas de vida y se manifiestan por lesiones
en el higado. Estan asociadas con el nacimiento de corderos como una
infeccion antenatal; los bovinos pueden estar afectados en menor grado.

Il- «Encefalitis en rumiantes» (15, 17). Los animales domésticos como ovejas,
cabras, ganado y biifalos de agua dulce son los que con mayor frecuencia se
ven afectados. Es més comin en la época de invierno en Norteamérica, en
regiones de severos climas, debido al estrés del animal al tener que soportar
frios intensos y es mas comiin en ganado de carne que en ganado de leche
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debido a que estan menos protegidos al frio. Afecta el cerebro y puede
ocasionar paralisis facial y excesiva salivacién, aunque no todos los animales
que sufren listeriosis presentan estos sintomas.

La encefalitis puede ser extremadamente aguda en ovejas y cabras, causando

la muerte en 4 a 48 horas después de la aparicién de los primeros sintomas

de la infeccién. En bovinos, la infeccién es menos aguda y la mayorfa de las

vacas sobreviven 4 a 14 dias después de los primeros sintomas de la infeccion.
IV- «Queratitis infecciosa bovina» (15, 17). Es una infeccién que ocurre en los

ojos, pero se ha visto que L. monocytogenes no es el Unico agente etiolégico

de esta enfermedad puesto que se ha aislado en presencia de otros

microorganismos como Neisseria catarrhalis, Mycoplasma boculi y Moraxella

bovis. '

V- «Mastitis bovina» (15, 17). Se ha aislade L. monocytogenes en casos de mastitis
bovina, pero no en una alta frecuencia como era de esperarse (16, 17). Guitter
y colaborasdores, en 1980, afirmaron que los bajos informes de mastitis bovina
se deben a que, en el material para examen, L. monocytogenes se pierde
facilmente y demostraron que, en la leche infectada, se excretaba durante
un mes después de haber desaparecido los sintomas de la enfermedad (17,
62).

VI- «Infecciones mixtas» (15, 17). Han ocurrido, junto con infeccién de L.
monocytogenes, otras infecciones y condiciones, pero, la relacién entre los
dos no es aun muy clara. Esto incluye abortos en bovinos, mastitis bovina y
encefalitis en ovinos.

VII- «Otras especies» (15, 17). La incidencia de listeriosis causada por L.
monocytogenes en cerdos es rara, pero los pocos casos informados son
similares en ovejas y en ganado.

En aves de corral, usualmente es la forma de septicemia, aunque se puede
afectar el SNC.

Los pajaros son bastante resistentes a la infeccion por L. monocytogenes y en
ellos ocurre cuando se han vuelto susceptibles por otras enfermedades. Los
roedores han sufrido listeriosis como los conejos domésticos y las chinchi-
llas.
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4.4 Diagnéstico
I. Diagnéstico epidemiolégico (3, 7, 8)

2. Diagnéstico clinico

El aislamiento; la identificacion y la serologfa a partir de muestras de sangre,
LCR, secreciones vaginales, placenta, en muestras de materia fecal y de frotis
rectales de L. monocytogenes se puede lograr, pero con dificultades y
limitaciones (8, 32). En el laboratorio, L. monocytogenes se puede confundir
facilmente en fa coloracién de Gram con difteroides, H. influenzae o Strepto-
coccus pneumonie (24, 32).

4.5 Tratamiento

Cuando la listeriosis se diagnostica en una etapa temprana de la infeccién, se
puede tratar satisfactoriamente con altas dosis de antibiéticos; los mas
frecuentemente usados son la ampicilina o fa penicilina sola o en combinacién
con aminoglucésidos (24, 32, 73).

Varios estudios in vitro demuestran que cuando se combina la ampicilina con
aminoglucésidos se alcanza un efecto bactericida mucho més rapido que si
se administraran en forma individual y, por tanto, favorece la destruccidn
intracelular de la bacteria (24, 32, 103).

Otros antibiéticos que se pueden utilizar en el caso de que la persona sea
alérgica a la penicilina son el cotrimoxasc, la eritromicina, el cloranfenicol, la
rifampicina y fa amoxacilina (I, 24, 32, 103).

Se estin haciendo estudios in vitro e in vivo con liposomas cargados con
ampicilina con resuitados satisfactorios, con el objeto de favorecer la
penetracién del antibiético cuando L. monocytogenes se encuentra en forma
intracelular y asi ocasionar su muerte debido a que los antibidticos no siempre
la destruyen en su totalidad por su situacién intracelular (24, 32, 104).
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5. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

5.1. Recomendaciones previas a ios analisis

En la investigacion de L. monocytogenes, las muestras perecederas deben
enviarse, conservarse y almacenarse a temperaturas de refrigeracion (4 °C)
(28), siempre que no sea posible su anlisis en las primeras horas después de
recibida. ' '

Si las muestras Hegan congeladas, deben mantenerse en ese estado hasta su
anlisis y deben analizarse en un perfodo no superior a 7 dias (105).

Las muestras congeladas se deben descongelar para su andlisis en su envase
original o en el recipiente en que llegaron al laboratorio durante un tiempo
maximo de 18 horas (105).

Las muestras no perecederas deben almacenarse en un lugar fresco, protegido
de l2 luz, lahumedad, la contaminacién y analizarse en un plazo méximo de 3
dias (105).

5.2. Preparacion de los homogenizados

El proceso de homogenizacién puede realizarse en homogenizador (106), el
cual es en la actualidad el método mas adecuado para una buena
homogenizacién; también puede efectuarse con licuadora o manualmente
con la ayuda de implementos estériles.

Procedimiento:

- Pesar en la bolsa para homogenizador, previamente tarada, 25 g
representativos de la muestra total (tomando tanto de la superficie como
de su interior).

- Afadir 225 mL de caldo dé enriquecimiento para Listeria (EB).

- Colocar la bolsa en el homogenizador y hacer funcionar el aparato por 2
minutos, el tiempo maximo de homogenizacion dependera del tipo de
alimentc. No debe sobrepasar los 3 minutos.

5.3. Investigacion de L. monocytogenes en alimentos

La principal via de entrada de este microorganismo en el cuerpo humano es
la oral. Es de suma importancia ¢! analisis de los alimentos para detectar su
presencia.Adn no es posible recomendar un solo método para el aislamiento
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y la identificacion de L. monocytogenes que sea completamente satisfactorio
~ para todos los alimentos, Los métodos que se utilizan son en esencia similares
en principio; comprenden varias etapas sucesivas: enriquecimiento selectivo,
siembra en placas de agar selectivo, identificacion de las colonias con pruebas
bioquimicas, confirmacidn serolégica y tipificacion por medio de bacteridfagos.

La presencia de L. monocytogenes en productos procesados térmicamente
indica tratamiento inadecuado o contaminacién posterior al proceso (1C7).

5.4 Equipos y materiales

- Homogenizador con sus respectivas bolsas

- Balanza de una capacidad no inferior a 2.500 g y una sensibilidad de 0,1 g.

- Instrumentos para preparar {as muestras: cuchilios, tenedores, pinzas, tijeras,
cucharas, espatulas, sacabocados, morteros con sus respectivos pistilos,
etc., previamente esterilizados en autoclave o por aire caliente.

- Refrigerador de 0 a 5 °C.

- Erlenmeyer con capacidad de 500 mL
- Estufa de incubaciéna 30y 35 °C £ 2°C
- Bafio de agua regulable

- Microscopio

~ Cabina de flujo laminar

- Microscopio estereoscopio

- Potenciémetro

- Centrifuga

- Pipetas bacteriologicas de | y 10 mL
- Cajas de Petri (90 2 100 mm)

- Tubos de ensayo

- Laminas portaobjetos

- Asas de inoculacién

- Pipeteador

- Gradillas

5.5. Medios de cultivo

- Caldo de enriquecimiento para Listeria (EB), volimenes de 225 mL por
erlenmeyer (medio #1)
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- Agar Oxford en placa {(OXA) (medio #2)

- Agar Palcam en placa (medio #3)

- Agar triptosa con dcido nalidixico en placas (ATN) {medio #4)
- Agar tripticasa soya con extracto de levadura en placa (TSAYE) (medio
#5)

- Caldo de infusién cerebro-corazén, voliimenes de 5 mL por tubo (medio
#6)

- Agar movilidad nitrato modificade Matano Schuch, volimenes de 10 mL.
por tubo (medio #7)
- Agar tripticasa soya adicionado con 5% de sangre desfibrinada cle cordero
en placas con |5 mL (medio #8)
- Agar Columbia doble capa al 5% de sangre desfibrinada de cobayo en placas
(medio #9)

- Caldo carbohidrato rojo de fenol para (os hidratos de carbono: xilosa,
ramnosay manitol, volumen de 5 mL par tubo (medio #10)

- Agar infusién cerebro-corazén, tubos, vollimenes de 10 mL por tubo con
superficie inclinada (medio #11)

- Caldo de enriquecimiento para Listeria LEB (1), volimenes de 225 mL por
erlenmeyer (medio #12)

- Tubos con 10 mL de caldo de enriquecimiento para Listeria LEB 2 (medio
#13)

- Agar triptosa, tubos, volimenes de |0 mL por tubo con superficie inclinada
(medio # 14)

5.6. Reactivos

- Solucién de acriflavina-HCI al 0,5% en agua destilada (reactivo #1)

- Solucién de icido nalidixico-sal sédica al 0,5% en agua destilada (reactivo
#2)

- Solucién de cicloheximida al 196 en solucion al 40% de etanol-agua (reactivo
#3)

- Peréxido de hidrégeno al 3% (vol/vol) (reactivo #4)

- Colorantes de la tincién de Gram (reactivo #5)

- Reactivo de Gries (reactivo #6)

- Polvo de zinc (reactivo #7)

- Sangre desfibrinada de cordero o de oveja (reactivo #8)
- Sangre desfibrinada de cobayo (reactivo #9)

- Solucién de xilosa al 5% (reactive #10)
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- Solucién de ramnosa al 5% (reactivo # | 1)

- Solucién de manitol al [0% (reactivo #12)

- Estuche de sueros tipificadores de Listeria (reactivo # [ 3) (Difco)

- Bacto FA buffer dried, Difco (reactivo # 14)

- Solucién salina estéril al 0,85% (reactivo #15)

- Solucidn acriflavina al 196 en hidréxido de sodio 0, [N (reactivo #16)

~ Solucién de acriffavina al 0,2% en hidréxido de sodio 0, IN (reactivo #17)

- Solucidn de icido nalidixico-sal sédica al 29 en hidréxide de sodio 0,IN
(reactivo #18)

5.7. Técnica para productos lacteos

La técnica utilizada para el aislamiento e identificacion de L. monocytogenes
es la recomendada por la FDA, medificada en algunos aspectos (28).

5.7.1. Método de aislamiento
5.7.1.1. Enriquecimiento selectivo

- Homogenizar 25 g de la muestra con 225 mL de caldo de enriquecimiento
para Listeria (EB) {medio #1)

- Incubar a 30 °C * 2 por 24-48 horas

- Realizar control positivo con cepa de L. monocytogenes ATCC 19118

- Realizar control negativo con cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

5.7.1.2. Siembra en placa con medios selectivos a las 24 y a las 48
horas

- Transferir una asada del cultive obtenido en el caldo de enriquecimiento
(EB) a placas con agar Oxford (medio #2) y Palcam (medio #3); aislar por
agotamiento

- Incubar a 35 °C = 2 por 24-48 horas

~ Reatizar control positivo: cepa L. monocytogenes ATCC 19118

- Realizar control negativo: cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

- Las colonias tipicas de L. monocytogenes, en las placas de agar Oxford, son
de color verde-negro con un halo negro, debido a la hidrélisis de la esculina
L. monocytogenes: esculina (+).

- Las colonias tipicas de L. monocytogenes en las placas de agar Palcam son de
color verde grisdceo con un halo marrén-negro sobre un fondo rojo cereza,
debido a la hidrdlisis de la esculina y no fermentacion del manitol.
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L. monocytogenes: esculina (+), manitol (-)
Otras bacterias pueden formar halos negros, pero el desarrcllo de color

toma mas de dos dias.
- Seleccionar 3-5 colonias tipicas de Listeria en cada placa de agar utilizada

5.7.1. 3 Purificacion (107)

- Con asa recta, tocar suavemente cada colonia seleccionada, sembrarla por
agotamiento en una placa con agar triptosa-acido nalidixico (ATN) (medio -
#4)

- Incubar a 35 °C * 2 por 18-24 horas

- Observar alas 24 horas las colonias crecidas en el agar (ATN) por el método
de iluminacién de Henry (108) con ayuda de un estereoscopio. Un
procedimiento sencilio es disponer de una fuente de luz blanca, un espejo
plano y un tripode. La luz debe incidir sobre el espejo, formando un angulo
de 45 ° y reflejarse hacia arriba atravesando la placa de agar en un angulo
de 45 °; observar la placa miréndoia desde arriba (figura 3).

- Real*-ar control positivo: cepa L. monocytogenes ATCC 19118

- Realizar control negativo: cepa Struptococcus faecalis ATCC 19433

- Las colonias de . monocytogenes son pequefias, de borde nitido, ligeramente
abombadas con superficie lisa y, con la luz incidente oblicua, exhiben
superficie azulada.

- Las colonias de S. faecalis son amarillas hasta amarillas rojizas tornascladas.

CHSERVAR LA CAJA
DESCE ARRIBA

|

42: FUENTE OE LUZ BLANGA | [cAJADEPETm

45°:
|

TRIPOGDE

452
ESPEJO

Figura 3. Observacién de placas por el métado de iluminacion de Henry.
Temado de: Seeliger HPR. Listeriosis. Hafner Publishing Co. (1C8).
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5.7.1.4 Segunda purificacion (28)

- Tomar una colonia tipica de Listeria de cada placa de agar (ATN), repicarla
por agotamiento en una placa con agar tripticasa-soya-extracto de levadura
(TSAYE) (medio #5)

- Incubar a 35 °C * 2 por 18-24 horas
Adicionalmente, realizar cultivos en fase estacionaria de cepas estandar de
Staphylococcus aureus ATCC 49444 y Rhodococcus equi ATCC 6939

- Transferir una asada de cada una de las cepas estandar a tubos con 5 mL de
caldo de infusién cerebro-corazén (medio #6)

- Incubar a 35 °C = 2 por 18-24 horas

5.7.2 Métodos de identificacién

A partir de los cultivos puros obtenidos en el agar tripticasa-soya-extracto
de levadura (TSAYE), realizar las siguientes pruebas:

5.7.2.] Observacion de las colonias por el método de iluminacion de
Henry :

5.7.2.2 Investigacion de catalasa

- Colocar en un portacbjeto una gota de peréxido de hidrégeno al 3%
(reactivo #4) y suspender la colonia

- Observar si se producen ¢ no burbujas de gas

- L. monocytogenes: catalasa (+) praduce burbiijas de gas

5.7.2.3 Coloracion de Gram

- Preparar un frotis y colorear por el método de Gram (reactivo #5)

- L. monocytogenes: bacilos o cocobacilos grampositivos; en cultives viejos,
bacilos o cocos gramnegativos

- Descartar los cuitivos que no cumplan con las siguientes caracteristicas:
|} catalasa {+)
2) bacilos o cocobacilos grampositivos

5.7.2.4 Movilidad y reduccion de nitrato

~ Inocular con asa recta, por puncién central, tubos con agar movilidad-nitrato
modificado Hatano Schuch (medio #7) (107). También se puede utilizar el
medio de 5IM o el agar motilidad de Difco.

- Incubar a temperatura ambiente 2-5 dias

- Observar el crecimiento _
L. monocytagenes: crecimiento tipico en forma de sombrilla

- Descartar los tubos que no presenten esta apariencia {figura 4)
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Figura 4. Crecimiento en forma de sombrilla.

- Revelar la prueba de nitrato después de la lectura de la movilidad; comprobar
la presencia de nitritos en el medio de movilidad-nitrato, afadiendo unos
miligramos del reactive de Griess (reactivo #6); la aparicién de un color
rojo indica la presencia de nitritos (positividad); en el caso de que nc ocurra
cambio de color, afiadir unos miligramos de pelvo de zinc (reactive #7)
para determinar la presencia de nitrate residual. La aparicién de un color
rojo indica la presencia de nitrato residual en el medio y, por tanto, una
reaccion negativa.

Color rojo: no hay reduccién de nitrato,
Color del reactivo: hay reduccién del nitrato.
L. monocytogenes: nitrato (-)
crecimiento tipice de sombrilla
Nota: actualmente, la prueba de reduccién de nitratos es opcional (28).

5.7.2.5 Hemolisis

- Dibujar una rejilla con 20-25 cuadriculas por placa en el fondo de una caja
de Petri con agar tripticasa-soya adicionado con 5% de sangre de cordero
(medio #8)

- Tomar una colonia tipica y sembrarla por picadura en una de las cuadriculas

- Incubar a 35 °C + 2 por 24 horas

- Realizar controles positivo y negativo en cuanto a hemélisis

- Observar la hemélisis
L. monocytogenes: ATCC 19118 presenta ligera beta hemdiisis.

L. ivanovii: ATCC 19119 presenta zonas bien delimitadas y amplias de
hemdlisis.
L. innocua: ATCC 33090 no muestra hemdlisis.

- Este procedimiento también se puede realizar sembrando una colonia del
cultivo puro en placas con agar Columbia doble capa (medio #9) adicionado
con 5% de sangre de cobayo (109)

- Incubar a 35 °C £2 por 24 horas
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- Observar la hemélisis

5.7.2.6 Prueba de CAMP

- Sembrar lineas verticales (paralelas) de cultivos frescos de Staphylococcus
aureus beta hemolitico y Rhodococcus equi, sobre placas delgadas y frescas
con agar tripticasa-soya adicionado con 5% de sangre de cordero (medio
#8)

- Inocular horizontalmente (angulo de 90 °) las muestras en estudio y los
controles positivos y negativos para hemdlisis, a | o 2 mm de los cultivos
anteriores, sin tocarlos.

~ Incubar a 35 °C + 2 por 24 horas

Considerar una reaccion positiva para CAMF cuando se presenta una zona

clara de beta-hemélisis en la interseccion de [a muestra en estudio con la

cepa de S. aureus o R equi.

La hemélisis de L. monocytogenes se intensifica cerca al cultivo de S. aureus.

La hemélisis de L. ivanovii se realza cerca al cultivo del R. equi. La hemolisis de

L seeligeri se intensifica cerca de S. aureus. Las otras especies de Listeria 2l no

ser hemoliticas presentan una reaccién de CAMP negativa (figura 5 y cuadro

4)

L. monccytoganes

S.aureus s

¥ ¥

L. seeligeri

L. ivanovlii

Figura 5. Prueba de CAMP para L. monocytogenes. Tomado de: FDA. Bactericlogical analltical
manual. Food and drug administration, 8 edicién, 1995 (28).
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Cuadro 4, Prucba de CAMP Reacciones de las diferentes especies de Listeria.

Interaccion hemolitica

Especies 5. aureus R. equi
L. monocytogenes + -
L. ivanovii - +
L. innocua - -
L. welshimeri - -
L. seeligeri + -

* Raras cepas son S+ y R+, pero la reaccion R+ es muche menos pronunciada que lade la
L. ivanovii. Tomado de: FDA. Bacteriological and analitical manual. Feod and Drug Administration, 8
edition, 1995 (28).

5.7.2.7 Ferménta.cién de carbonidratos {107)

- Inoctilar con asa los tubes que contienen cada unc de los carbohidratos
xilosa, ramnosa y manitol {medio #10)
- Incubar a 35 °C * 2 por 24-48 horas
- Descartar a los 7 dfas de incubacion
- Observar el viraje del indicador, generalmente, ocurre a las 48 horas.
L. monocytogenes: xilosa (-)
manitol (-)
ramnosa {+)

5.7.2.8 Prueba biolégica de invasividad (107)

La prueba de ANTON (107) es la mas clasica para demostrar la patogenicidad:

- A partir del cultivo puro, realizar una siembra sobre la superficie inclinada
de un tubo con agar infusién cerebro-corazén (medio #1 |) o agar triptosa
(medio #14)

- Incubar a 35 °C = 2 por 18-24 horas

- Adicionar al cultivo obtenido, | mL de solucién salina estéril al 0,85%; -
mezclar para desprender el cultivo (reactivo #15)

- Transferir esta suspensién a un tubo estéril

- Inocular una gota del cultivo en la conjuntiva del cobayo

- Observarlo durante 96 horas

- Realizar control positivo: L. menocytogenes ATCC 19118

- Realizar control negativo: L. innocua ATCC 33090

Prueba positiva: queratoconjuntivitis en un lapso de 96 horas
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5.7.2.9 Prueba serologica (28)

Esta prueba sirve como evidencia corroborativa en fa determinacién del
organismo como agente etiolégico de la enfermedad.

La identificacién final no se puede hacer sin la caracterizacién morfoldgica,
serolégica y bioquimica. Mas de 90% de L. meonocytogenes puede ser
serotipificadas con el estuche de sueros tipificadores de Listeria {reactivo

#13).
Prueba rapida en lamina

- Realizar dos transferencias sucesivas del cultivo en estudio en un tube con
la superficie inclinada de agar triptosa o infusién cerebro-corazén.

- Incubar a 35 °C *2 por 18-24 horas.

- Adicionar al cultivo obtenido 3 mL de Bacto FA buffer dried (Difco) (reactivo
#14;.

- Mezclar para desprender el cultivo.

- Transferir esta suspension a un tubo estéril.

- Calentar la suspensién con el organismo a 80 °C por | hora.

- Centrifugar por 30 minutos a 1.600 revoluciones por minuto.

- Retirar 2,2-2,3 mL del fluido y resuspender los organismos con la porcién
restante del liquido y continuar con las instrucciones de la casa fabricante
correspondiente utilizada (Difco).

Los laboratorios que realicen la deteccién rutinaria de Listeria en alimentos
deben utilizar pruebas bioquimicas y, posteriormente, someter dichas cepas
a pruebas serolégicas para determinar si son Listeria.

La identificacion definitiva de Listeria, como perteneciente a un determinado
serotipo, requiere el envio de cepas a un centro especializado en tipificacién.

5.7.2,10 Tipificacion mediante bacteriofagos

~ Desde el punto de vista epidemiclégico, es una prueba muy (til que se realiza
en laboratorios especializados (28).
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5.7.3 Resultados de las pruebas bioquimicas de L. monocytogenes.

- Catalasa: positiva

- Nitratos: negativos

- Hemodlisis: ligera beta-hemodlisis :
- Motilidad: positiva, en forma de sombrilla
- CAMP: positivo con S. aureus.

- Xilosa: negativo

- Manitol: negativo

- Ramnosa: positivo

- Esculina: positivo

- Prueba de ANTON: positiva

5.8. Informe de los resultados

- Expresar los resuitados como:
L. monocytogenes/, : positivo o negativo

5.9. Métodos para la identidicacion de Listeria

Los cultivas puros pueden ser rapidamente identificados por estuches
comerciales que ofrecen ciertas ventajas, por ejemplo, ahorro de tiempo y
de trabajo.

5.9.1. Sistemas de identificacion APl por estuches

La Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales Internacionales (AOAC) ha
adoptado el sistema MICRO ID"™ General Diagnostic y el sistema
Automicrobic (VITEK) como primeros métodos oficiales (28).

5.9.1.1 Elsistema MICROID*" General Diagnostic

|dentifica Listeria, si la reaccién de CAMP es conocida en 24 horas. Se afiaden
suspensiones de los organismos a discos de papel impregnados con reactivos
que pueden detectar [a presencia de metabolitos o enzimas producidos por
Listeria. Los resultados se interpretan por cambios de color con la ayuda de
un cédigo manual. Hs_i)( un servicio de identificacién computadorizado (1 10).

i

5.9.1.2 El sistema aui:cimicrobic (VICTEK) tarjetas de identificacién

Es un sistema automatizado que incorpora un dispensador de diluciones y un
médulo de llenado para la distribucién de las suspensiones en pocillos
dispuestos en placas. Un médulo computadorizado proporciona las
identificaciones después de 8 horas de incubacién (1 10).
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5.9.2. Meétodos guimicos
5.9.2.1. Sondas de ADN

Se han preparado sondas de ADN para detectar Listeria en los alimentos
(111, 112). El métodeo de hibridizacién de colonias ideado por Grunsteir y
Hognes ([ 13) se ha utilizade con buenos resultados para detectar L.
monocytogenes, {Jna sonda de ADN estd integrada por una secuencia del
ADN de un microorganismo de interés que pueden ser utilizada para detectar
ADN homélogo o secuencias de ARN. En efecto, la sonda de ADN se debe
hibridar con el ADN de la cepa que se quiere detectar. La sonda de ADN se
debe marcar con isétopos C'4, H3, P2 o ', siendo el C" el més utilizado,
con el fin de poder determinar si ha tenido lugar la hibridizacién, Existen
estuches de ADN no radioactivos, especificos para la identificacién de L
monocytogenes (28, | 14).

5.9.2.2. Amplificacién del ADN (reaccion en cadena de la
polimerasa) (PCR)

Esta técnica es apiicable 2 la identificacién de microorganismos transmitidos
por alimentoes que, en la actualidad, no se pueden detectar por procedimientos
mas rapidos. La PCR se ha utilizado para detectar cepas de L. monocytogenes
(115). El método utiliza ADN polimerasa termoestable y los iniciadores
especfficos 5' y 3' para oligonocleétidos, después de una serie de 20 a 50
ciclos de amplificacién, una sola molécula de ADN puede ser amplificada
hasta 107. El ADN amplificado es detectado mediante el uso de geles de
agarosa, empleando una sonda marcada con isétopos radioactivos. Requiere
un ambiente de trabajo muy limpio ya que el ADN que se contamina puede
ser amplificado con el de los microo ganismos de interés.

5.9.3. Métodas inmunolégicos (34)

Utilizan una enzima unida a un antigeno o a un anticuerpo.

5.9.3.1. Prueba de Elisa

Se utiliza para detectar y determinar la cantidad de microorganismos o sus
productos metabdlicos en los alimentos.

La prueba de Elisa se realiza en microplacas de poliestireno revestidas con
antigeno e incubadas con antisuero. Después dr su incubacién y lavado, se
afiade una preparacion de anti-inmunoglobulina marcada con una enzima;
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después de un suave lavado, la enzima que queda en el tubo o en el pocillo
de la microplaca de microtitulacién se ensaya para determinar la cantidad de
anticuerpos especificos en el suero. La cantidad de enzimas presente se
averigua mediante la determinacién colorimétrica del sustrato enzimético.
Existen estuches comerciales de Elisa para Listeria (Organon Teknika Corpo-
ration) (28).

5.10. Técnica para productos carnicos

La técnica utilizada para productos carnicos es [a recomendada por el
Ministerio de Agricultura de Brasil {107).

5.10.]. Método de aislamiento
5.10.1.1 Enriquecimiento selectivo primario

~ Homogenizar 25 g de la muestra que se va a analizar con 225 mL de caldo
de enriquecimiento paralisteria LEB (1) {medio # | 2) adicienado con 0,225
de solucion de acriflavina al 1% en hidréxido de sodio 0,1 N (reactivo
#16).

- Incubar a 30 °C x£2 por |8-24 horas.

5.10.1.2 Enriguecimiento selectivo secundario

- Transferir 0,2 mL del cultivo obtenide en el caldo LEB (1) aun tubec con |0
mL de caldo de enriquecimiento para Listeria LEB (2) (medio #13)
adicionado con 0,1 mi. de solucién de acriflavina al 0,2% en hidréxido de
sodio 0,IN (reactivo #17).

- Incubar a 30 °C * 2 por 18-24 horas

- Transferir una asada del cultivo LEB (2) a placas con agar Oxford y Palcam.

- Seguir la misma pauta utilizada en la técnica de la FDA a partir del numeral
57.1.3. ' '

- Purificacion

5.1 1 Férmulas y técnicas de preparacién de los medios de cultivo

5.11.1. Caldo base de enriquecimiento selectivo para Listeria (EB)

Formula:

Caldo tripticasa soya 30g
Extracto de levadura bg
pH final 7.3 +/- 0,2
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Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones del
fabricante.

Distribuir 225 mL en erlenmeyer y afadir antes de su uso 0,455 mL de la
solucién de acriflavina-acido clorhidrico al 0,5% (reactivo # ), |, 8 mLde la
solucién de acido nalidixico-sal sédica al 0,5% (reactivo #2)y I,I5mbL dela
solucién de cicloheximida al [9% (reactivo #3) (28).

Nota: existen diferentes casas comerciales conocidas que distribuyen estos
medios (Difco, OXOID, Merck). Para su preparacién, esterilizacién,
conservacién y uso deben seguirse estrictamente las indicaciones del
fabricante.

5.11.2. Agar base Oxford (OXOID)
Cédigo CMB56

Férmula gL

Agar sangre base Columbia 39,0
Esculina 1,0
Citrato férrico de amonio 0,5
Cloruro de litio £5,0
pH final 70x02

Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones del
fabricante. Adicionar, antes de su uso, el contenido del vial cédige SR 140 y
reconstituir con 5 mL de etanolfagua destilada (1:1) con concentraciones
para 500 mL de medio de:

Cicloheximida 210mg

Sulfato de colistina 120 mg

Acriflavina 2,5mg
Cefotetan L0 mg
Fosfomicina 5,0ing

El medio de cultive preparado puede conservarse hasta {0 dias en
refrigeracién (2 - 8 °C) (1 16).
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5.11.3. Agar base Palcam Oxoid
Codigo CM877

Férmula

Agar sangre base Columbia
Extracto de ievadura
Glucosa

Esculina

Citrato férrico de amonio
Manitol

Rojo de fenal

Cloruro de litio

pH finai "

g/l
39,0
3,0
0.5
0,8
0,5
10,0
0,08
15,0

7.0 +0.2

Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones del
fabricante, Adicionar, antes de su uso, el contenido del vial codigo SR 150E y
reconstituir con 2 mL de agua destilada estéril para 500 mL de medio con
concentraciones de:

Polimixina B 5,0 mg
Acriflavina 2,5 mg
Ceftacidina 10 mg

El medio de cultive preparado puede conservarse hasta cuatro semanas en
refrigeracion (2 - 8 °C) en oscuridad (1 16).

5.11.4. Agar triptosa con 4cido nalidixico (ATN)

Férmula g/l
Bacto triptosa (Difco) 20,0
Cloruro de sodio 5,0
Dextrosa , [,0
Extracto de levadura 6,0
Agar 15,0

Solucion de acido nalidixico-sal sodica al 296 en hidroxido de sodic 0, IN=|
mL (reactivo 18).
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Disolver los ingredientes completamente en un litro de agua destilada
desionizada, dejar reposar por 15 minutos y esterilizar a 121 °C durante |5
minutos. Verter en placas = 15 mL, pH final 7,4 = 0,2 (107).

5.11.5. Agar tripticasa soya con extracto de levadura (TSAYE)

Férmula g/L
Agar de tripticasa soya 40,0
Extracto de levadura 6,0

Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones del
fabricante (28).

5.11.6. Caldo de infusién cerebro-corazén (BHI)

Férmuia g/l
Infusion de cerebro 12,5
Infusion de corazdn 5,0
Proteosa-peptona 10,0
D{+) glucosa 2,0
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dibasico de Na 2,5
Disolver 37 g/l y esterilizar en autoclave (117).

pH final ' 7402

5.11.7. Agar movilidad nitrato medificado Hatano Schuch

Férmula gllitro
Nitrato de potasio (KNO,) 1,5
Peptona 5,0
Agar 3,0

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada hasta la disolucién
completz; dejar en reposo por |5 minutos. Distribuir en tubos, volimenes
de |0 mL. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Dejar
solidificar en posicién vertical (107).
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5.11.8. Agar tripticasa-soya adicionado con 5% de sangre
desfibrinada

Férmula gL
Peptona de caseina 15,0
Peptona de harina de soya 5,0
Clorure de sodio 5.0
Agar i5,0

Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones del
fabricante.

Fundir el agar y mantenerlo en 50 °C en bafio de Marfa. Adicionar 5% de
sangre de cordero desfibrinada. Distribuir 12 mL en las cajas de Petri; usar
las cajas lo mas frescas posibles y con la superficie seca (107).

pH final: 7,3+0,1

5.11.9. Agar Columbia doble capa al 5% de sangre desfibrinada de
cobayo

Férmula g/L

- Agar Columbia base (Oxoid) 44,0
Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las instrucciones
del fabricante. -
Fundir el agar y mantenerlo a 50 °C en barto de Maria.

- Agar Columbia base al 5% de sangre desfibrinada de cobayo.
A 95 mL de medio de cultivo base estéril, incorporar mezclando homo-
géneamente 5 mL de sangre desfibrinada de cobayo.

- Agar Columbia doble capa con sangre desfibrinada de cobayo,
Verter en cajas de Petri 10 mL de agar Columbia base, dejar solidificar.
Afadir una segunda capa de 4,5 mL de agar Columbia base al 5% de sangre

desfibrinada de cobayo; dejar solidificar: Almacenar en refrigeracién (2-8
°C) (109).

5.11.10. Caldo carbohidrato rejo de fenol
Caldo base: |

Férmula g/l
Triptona ‘ 5,0
Peptona de carne 5,0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0,018
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Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir !as instrucciones del

fabricante.

pH final: 7,4+0,2

- Adicionar a |00 mL de caldo base estéril, 10 mL de la solucién del azicar
previamente preparada y esterilizada por filtracién.

- Xilosa, solucién acuosa al 5% (reactivo #10)

- Ramnosa, solucién acuosa al 5% (reactivo #11)

- Manitol, solucién acuosa al 10% (reactivo #|2)

pH final: 7,4=0,2 (107)

5.11.1 1. Agar infusién cerebro-corazén

Férmula gL
Infusién de cerebro 12,5
Infusién de corazén 50
Proteosa-peptona 0,0
D(+) glucosa 2,0
Cloruro de sodio 5,0
Agar [5,0
pH final: - 7.4x0,2

Por tratarse de un medio deshidratado, se deben seguir las iﬁstrucciones del
fabricante (107).

5.11.12. Caldo de enriquecimiento para Listeria LEB (1)

Férmula g/l
Proteosa peptona 5,0
Triptona 50
Extracto de carne purificada 50
Extracto de ievadura 50
Cloruro de sodio 20,0
Fosfato de potasio 1,3
Fosfato disédico 12,0
Acido nalidixico, solucién

al 2 % en hidréxido de sodic 0,IN F,0mL
pH final 7.4+0,2

Disolver los componentes en | litro de agua. Distribuir el medio en volimenes
de 225 mL por erlenmeyer. Esterilizar 15 minutos a 121 °C, Enfriaryalmacenar
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en refrigeracion (2-8 °C). Antes de su uso, adicionar 0,225 mL de lasolucion
acuosa al'| 9% de acriflavina (esterilizada por filtracidn)(reactivo #16) (107).

5.11.13. Caldo de enriquecimiento para Listeria LEB (2)

Férmula g/l
Proteosa peptona 5,0
Triptona 50
Extracto de carne purificada 5,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro de sodio 20,0
Fosfato de potasio 1,3
Fosfato disédico 12,0
Acido nalidixico, solucién al 2%

en hidréxido de sodio 0,1 N [,0mL
pH final 7,4x0,2

Disolver los componentes en | litro de agia. Distribuir el medio en tubos
por |0 mL. Esterilizar 15 minutos a (21 °C, Enfriar y almacenar er
refrigeraciér 2-8 °C). Antes de su uso, adicionar 0, | mL de iasoluciénacucsa
al 0,2% de acriflavina (esterilizada por filtracion)(reactivo #17) (107).
Nota: este caldo tiene la misma composicién del caldo LEB I, excepto la
composicién final de la actiflavina.

5.11.14. Agar triptosa

Férmula g/L
Bacto triptosa (Difco) 20,0
Cloruro de Sodio 5,0
Dextrosa L0
Agar 15,0
28)

5:] 2 Reactivos

5.1 2.1. Solucién de acriflavina-acido clorhidrico al 0,5% en agua
destllada

F'esar 0, 5 g de acriflavina-acido C|0l‘hldr’|€0 y completar a 100 mL con agua
destilada (28).
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5.12.2. Solucién de acido nalidixico-sal sédica al 0,5% en agua
destilada

Pesar 0,5 g de 4cido nalidixico-sal sédica y completar a 00 mL con agua
destilada (28).

5.12.3. Solucién de cu:lohexlmlda al 1,0% en solucién al 40,0% de
etanol y agua

- Solucion 40,09 (vol/vol) etancl y agua
Tomar 40 mL de etanol + 60 mL de agua.

- Pesar 1,0 g de cicloheximida y completara {00 mL con la solucién al 40,0%
de etanol y agua (28).

Nota: los reactivos acriflavina-icido clorhidrico, dcido nalidixico-sal sédica,
cicloheximida, son distribuidas comercialmente por Sigma.

5.12.4. Perdxido de hidrogeno al 3% (vol/vol)

Tomar 10 mL de la solucién de perédxido de hidrégeno al 30% y completar a
100 mL (28).

5.12.5. Colorantes y materiales de la tincion de Gram

- Solucién de cristal violeta

Férmula

Cristal violeta 20¢g
Alcohol etflico (95%) 20 mL
Oxalato amdnico 08¢g
Agua destilada 80 mL

Nota: disolver el cristal violeta en alcohol y el oxalato amdnico en el agua
destilada; mezclar las dos soluciones y esperar 24 horas antes de utilizar la

mezcla (1 17).
- Solucién de lodo
Férmula
Yodo metidlico ,0g
Yoduro potasico 20¢g
Agua destilada 100 mL

Nota: triturar el yoduro potésico y el yodo juntos en un mortero, afiadiendo
pequefas cantidades de agua durante la operacidn. Pasar la solucién a un
matraz volumétrico y enjuagar el mortero, completando el volumen a 100
mL (117).
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- Colorante de contraste

Férmula

Fuschina bésica 0,25 g
Alcohol etilico (95%) 10,0 mL
Agua destilada 100,0 mi -

Nota: disolver la fuschina bésica en el alcohol etilico y mezclar la solucién
resultante con el agua destilada (117).

5.12.6. Reactivo de Griess

Férmula

Naftilamina I,0g
Acido sulfanflico 100g
Acido tartarico 89.0g

Nota: mezclar todos los componentes y envasar en frasco oscu~o (1 7).

5.12.7. Polvo de zinc

Distribuido comercialmente por Merck (1 17).

5.12.8. Sangre de cordero

Recolectar la sangre de cordero en un recipiente con perlas de vidrio estériles
rotandolas suavemente hasta que la fibrina quede adherida a las perlas. Dejar
en reposo a temperatura ambiente por | o 2 horas. Separar la sangre
desfibrinada y distribuirla en recipientes estériles. Guardar en refrigeracion

(107).

5.12.9. Sangre de co.bayo

Recolectar [a sangre de cobayo en un recipiente con perlas de vidrio estériles
rotandolas suavemente hasta que la fibrina quede adherida a las perlas. Dejar
en reposo a temperatura ambiente por | o 2 horas. Separar la sangre
desfibrinada y distribuirla en recipientes estériles. Guardar en refrigeracién

(107).

5.12.10. Solucion de xilosa al 5%

Pesar 5 g del carbohidrato xilosa y completar a 100 mL con agua destilada.
Esterilizar por filtracion (107).
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5.12.1|. Solucién de ramnosa al 5%

Pesar 5 g del carbohidrato ramnosa y completar a 100 g con agua destilada.
Esterilizar por filtracién (107).

5.12.12. Solucion de manitol al 10%

Pesar |0 g del carbohidrato manitol y completara 100 mL con agua destilada.
Esterilizar por filtracién (107).

5.12.13. Estuche de sueros tipificadores de Listeria

Distribuidos comercialmente por Difco (28).

5.12.14. Bacto fa buffer dried (Difco)
5.12.15. Solucidn salina estéril 0,85%

Pesar 0,85 g y completar a 100 mL con agua destilada. Esterilizar en auto-
clave, 15 minutos a 121 °C (28).

5.12.16. Solucién de acriflavina al 1,0% en hidréxido de sodio 0,IN

- Solucién de hidréxido de sodic 0,1 N
Pesar 4 g de hidréxido de sodio (lentejas) y completar a |.000 con agua
destilada

- Solucién de acriflavina al 1,0%
Pesar | g de acriflavinay completar a 100 mL con la solucién de hidréxido
de sodio 0,1 N (107).

5.12.17. Solucion de acriflavina al 0,29 en hidréxido de sodio 0,IN
Pesar 0,2 g de acriflavina y completar a 100 mL con fa solucion de hidréxido
de sodio 0,1 N (107).

5.12.18. Solucién de acido nalidixico-sal sodica al 2% en hidréxido
de sodio 0,| N

Pesar 2 g de 4cido nalidixico-sal sédica y completar a 100 mL con hidréxido
de sodio 0,1 N (107).
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6. RECOMENDACIONES

Las personas que comienzan a trabajar en la investigacion de L. monocytogenes

deben tener en cuenta que:

* L. monocytogenes es un germen patégeno para el hombre por lo que se
deben tener precauciones especiales al realizar las diferentes etapas de la
técnica. _

» Se requiere la monitorizacion de los planes de aseguramiento de la calidad
para L. monocytogenes del laboratorio de referencia para poder garantizar
que el método analitico empleado es capaz de recuperar |a minima cantidad
de células esperada (! 18).

- Es necesario contar con personal calificado para aislar L. monocytogenes en
alimentos, dado que a diferencia de su aislamiento en muestras clinicas -por
ejemplo, sangre para hemocultivo, éste es largo y de cuidado (7).

* Mujeres en embarazo no deben trabajar en aislamiento de L. monocytogenes.
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