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RESUMEN

Listeria monocytogenes es uno de los microorganismos patdégenos reemergentes mas
relevantes de |os Ultimos afios, es responsable de casos individuales y brotes de enfermedades
transmisibles por aimentos (ETA); con serias consecuencias en la salud publica. Sus
sintomas en €l paciente adulto pueden variar desde una gastroenteritis en laformano invasiva
hasta septicemia, meningitis, placentitis y aborto para su forma invasiva, pudiendo llegar
hasta la muerte del paciente. Afecta principalmente a los recién nacidos, adultos mayores y
personas inmunocomprometidas, con un periodo de incubacion extremadamente variable, con
extremos menores a las 24 horas para los casos de gastroenteritis hasta los 90 dias en las
formas invasivas. Es una bacteria muy extendida en e medio ambiente, con portadores en
varias especies como ser: bovinos, ovinos, suinos, aves, equinos y humanos, y su principal via
de transmision son los alimentos, destacandose dentro de éstos, los alimentos listos para €l
consumo.

En Uruguay no se han registrado brotes pero si casos individuales de enfermedad causada por
éste patdgeno, y su presencia ha sido evidenciada en |os alimentos.

La normativa en nuestro pais respecto a Listeria monocytogenes es escasa; por parte del MSP
selaincluyo en € listado A de denuncia obligatoria, y laregulacion a nivel industrial a cargo
del MGAP esta basada la Norma Reglamentaria N° 2/2012 que establece €l Muestreo para
Determinacion de Listeria monocytogenes en Carne Fresca con Destino a la Exportacion
hacia la Federacion Rusa, y en la Norma Reglamentaria N° 1/2013 que establece el Programa
de Control Oficial para Listeria monocytogenes en Alimentos Céarnicos Prontos para Comer, y
Programa de Autocontrol para Listeria monocytogenes en Medio Ambiente.

En vista de la gravedad de ésta enfermedad, y de las consecuencias que la misma puede tener
en la salud publica, asi como las repercusiones econdémicas y dificultades comerciales que
podrian resultar de comercializarse carne contaminada con L. monocytogenes; entendemos
gue es de gran importancia la investigacion, difusiéon, prevencion y control de éste
microorgani Smo en nuestro pais.



SUMMARY

Listeria monocytogenes is considered as being one of the most relevant reemerging
microorganisms in recent years, it has been responsible in individual cases and aso in
outbreaks of diseases which are transmissible by food (FBDO), leaving serious consequences
to the public health. Principal symptoms in adults may range from gastroenteritis in the non-
invasive way to septicemia, meningitis, placentitis and abortion for invasive, and can lead to
the death of the patient. It mainly affects infants, the elderly and immunocompromised
individuals, with extremely variable incubation period, ranging from 24 hours for
gastroenteritis cases up to 90 days in invasive way. It is a widespread bacteria in the
environment, with carriers in several species such as cattle, sheep, swine, poultry, horses and
humans, and its main route of transmission is food, standing within them ready to eat foods.
Uruguay have no documented outbreaks, but individual cases of disease caused by this
pathogen have occurred, and its presence has been demonstrated in foods.

The laws in our country regarding Listeria monocytogenes are scarce; by the MSP it was
included in the A list of mandatory reporting, and the industrial regulation by the MGAP is
based on the Norma Reglamentaria N° 2/2012 which sets the Sampling for Determination of
Listeria monocytogenes in Fresh Meat Destined for Export to the Russian Federation, and the
Norma Reglamentaria N° 1/2013 which establishes the Official Control Program for Listeria
monocytogenes in Ready to Eat Meat Products and Self-Management Program for Listeria
monocytogenes in the environment.

In view of the seriousness of this disease, and the consequences that it can have on public
health as well as economic impacts, and commercial difficulties which may result from
commercializing beef contaminated with L. monocytogenes, we believe that the research,
diffusion, prevention and control of this microorganism in our country are of great
importance.



I ntroduccion

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) constituyen el mayor peligro para la
salud a nivel internacional dado que los alimentos representan la fuente principal de riesgo
respecto de los agentes quimicos y bioldgicos, y afectan a todos los paises prescindiendo de
su nivel de desarrollo (Hammer, 1999).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos estan aumentando en todo el mundo. Las
interconexiones de las actuales cadenas alimentarias mundiales hacen que los patdgenos
presentes en los aimentos se transmitan mas ampliamente y a mayores distancias,
aumentando la frecuencia de las ETA y & nuimero de lugares afectados por ellas (OMS,
2014).

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) a
través de su red FoodNet (Foodborne Diseases Active Surveillance Network) identificd un
total de 19.637 casos confirmados de ETA en Estados Unidos para el afo 2012, de los cuales
4600 requirieron hospitalizacion y 69 fallecieron (CDC, 2014a).

En Estados Unidos se calcula que las ETA generan un costo de 3.3 a 5.1 billones de délares
en pérdidas por productividad, 2.3 a 4.3 billones en costos médicos y 9.4 a 15.6 billones de
ddlares en costos totales (Woller, 2013).

El CDC estima que en los Estados Unidos, cada afio 1600 personas se enferman gravemente
delisteriosis y 260 de ellas mueren (CDC, 2014b).

Las ETA se definen como cuaquier sindrome originado por la ingestion de productos
alimenticios y/o agua que contengan agentes causales en cantidades tales, que afecten la
salud del consumidor (Diaz y col., 2008).

Las mismas se pueden presentar de 3 diferentes maneras: infecciones causadas por aimentos
(se producen por la ingestion de alimentos que poseen microorganismos patdgenos Vivos),
intoxicaciones causadas por alimentos (suceden cuando las toxinas 0 mohos estan presentes
en e aimento ingerido) y toxiinfecciones alimentarias, que es producida por € consumo de
alimentos que poseen microorganismos patdégenos vivos, que a llegar a un lugar propicio en
el organismo, se multiplican y liberan toxinas (Stachi, 2007).

También se pueden clasificar a las ETA de acuerdo a su gravedad en baja, moderada y alta,
siendo éstas Ultimas las que generan graves problemas de salud e incluso la muerte como por
gjemplo Listeria monocytogenes (Stachi, 2007).

A nivel internacional, Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes, asociados a
hamburguesas y carnes listas para consumir, respectivamente, han sido dos de los patdgenos
gue mayor atencion han recibido por parte de lainvestigacion debido ala alta probabilidad de
causar problemas en la salud de los consumidores (Rovira, 2006).

Los aimentos considerados de ato riesgo para contraer listeriosis son los listos para €
consumo (LPC). Esta es una categoria amplia y heterogenia de alimentos que no van a tener
ningln proceso de coccion antes de su consumo, 0 que aparentemente son aptos para €
CONSUMO Sin coccion, y varian de unos paises a otros en relacion con |os habitos alimentarios,
la disponibilidad de la cadena de frio y la temperatura méximaen e punto de venta (Mufioz y
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col., 2011). También los alimentos conservados a temperaturas de refrigeracion durante un
periodo de tiempo prolongado son considerados de ato riesgo, dado que ello permite que las
listerias se multipliquen (Doyle, 2001a).

La comida congelada ha tenido una gran penetracion en nuestro mercado en |os Ultimos afios,
pasando de 8.3% de penetracion en 1999 a un 14.1% en 2013, y se espera que para € 2014
éste porcentaje ascienda a 15.2% (E!l Pais, 2013a).

La industria carnica es muy importante en nuestro pais; tenemos e mayor consumo de carne
vacuna por persona, con 61 kg por persona por afo, se producen cerca de 550 mil toneladas
de carne vacuna al afio, de las cuales 180 mil son destinadas a consumo interno y 370 mil se
exportan a mas de 100 paises (INAC, 2014a). Sumado a esto, € consumo de otras carnes
como lade ave y suina se havisto incrementado (INAC 2014b).

El cambio en |os habitos alimentarios debido a un cambio en laforma de vida, ha conducido a
un consumo cada vez mayor de alimentos fuera del hogar, o que ha hecho que cada vez sea
mayor la produccion de alimentos LPC.

En nuestro pais estos alimentos estan representados principalmente por los chacinados, los
cuales han visto su consumo incrementado en los dltimos afios (El Pais, 2013b).

El primer caso de neurolisteriosis registrado en Uruguay fue en 1968 por Galiana y
colaboradores (Acufiay col., 2002).

Durante el afio 1998 se realizé laidentificacion de cepas de Listeria enviadas a laboratorio de
Bacteriologia y Virologia de la Facultad de Medicina, procedentes del laboratorio de
bromatologia de la IMM. De las 53 cepas aisladas de alimentos recibidos, 49 correspondieron
a género Listeriay 21 de ellas fueron identificadas como L. monocytogenes (Acufia y col.,
2002).

La importancia de la listeriosis para la salud publica no siempre es reconocida, sobre todo
porgue es una enfermedad relativamente rara, en comparacion con otras mas comunes como
la salmonelosis. Sin embargo, debido a su alta tasa de letalidad (20 a 30 %), la listeriosis se
encuentra entre las causas mas frecuentes de muerte por enfermedades transmitidas por
alimentos ocupando |a segunda posicion, después de la salmonelosis (Rossi y coal., 2008).

El aumento de la esperanza de vida en personas con enfermedades crénicas, € nimero
creciente de pacientes inmunocomprometidos y, en menor medida € sida, han sido
considerados como factores que explican un supuesto aumento del nimero de casos de
listeriosis en los Ultimos afios (Julian y col., 2001).

Visto la estrecha relaciéon de Listeria monocytogenes con los aimentos LPC y alimentos
refrigerados, y las tendencias generales en la forma de consumir los aimentos; € riesgo de
gue hayan casos esporadicos y/o brotes en nuestro pais estd presente, y las graves
consecuencias gue éstos pueden generar tanto a nivel econdmico como en la salud publica son
una realidad, por lo que entendemos que la investigacién, difusién y control de éste
microorganismo es fundamental.
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Objetivos

¢ Redlizar un relevamiento de lainformacién existente sobre Listeria monocytogenes

e Recopilar las Normativas vigentes en nuestro pais sobre Listeria monocytogenes para
laindustria carnica en los tltimos 10 afios

e Presentacion de datos sobre la incidencia e impacto de la Listeriosis en nuestro pais 'y
el mundo
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PRESENTACION

Listeria (genérico)

Las listerias son bacilos Gram positivos que no forman esporas ni son acido-resistentes (no le
favorecen condiciones de excesiva acidez), que fueron clasificadas como “Listerella”. El
nombre del género se cambid a Listeria en 1940 (Jay, 2009). Estdn filogenéticamente
relacionadas con Lactobacillus, y a igua que é producen &cido, pero no gas a partir de
glucosa. Las listerias necesitan de condiciones microaerofilicas y son catalasa positivo
(Madigan, 2003).

El género Listeria pertenece a la subrama de Clostridium junto con Staphylococcus,
Lactobacillus y Brochothrix (Doyle, 2001a). Comprende las siguientes especies. L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. sedligeri, L. welshimeri, L. innocua y L. grayi (Rocourt y
Buchrieser, 2007). En € afio 2010 dos nuevas especies son descubiertas, L. marthii (Gravesy
col., 2010) y L. rocourtiae (Leclercq y col., 2010).

Las listerias son e agente etioldgico de la listeriosis, una infeccién alimentaria que puede
derivar en bacteriemia y meningitis (Madigan, 2003). Sin embargo solamente L.
monocytogenes y L. ivanovii se asocian a enfermedades humanas. L. monocytogenes es la
especie de importancia médica aislada con mayor frecuencia en los laboratorios clinicos, €
aisamiento de L. ivanovii a partir de hemocultivos y de otras muestras humanas ha sido
documentado en raras ocasiones, pero la importancia clinica de ésta sigue siendo dudosa
(Acunay col., 2002).

Debido a que Listeria puede crecer en un amplio intervalo de pHs, asi como a temperaturas
frias, los alimentos con un pequefio nimero de microorganismos pueden presentar una notable
contaminacion tras un periodo prolongado de refrigeracion (Murray, 2006).

Listeria monocytogenes es € agente etiologico aproximadamente del 98% de los casos
humanos de listeriosis y del 85% de los animales. L. ivanovii ha originado al menos tres
casos humanos y L. seeligeri uno (Jay, 2009).

Listeria monocytogenes

Listeria debe su nombre a Joseph Lister (1827-1912), cirujano y microbidlogo inglés
considerado como uno de los padres de la microbiologia junto a Koch y Pasteur; también
figura en la historia como precursor de la antisepsia. Sin embargo, Lister no tuvo relacion con
la Listeria, ya que ésta fue descubierta 14 afios después de su muerte, en 1926, por Murray,
Webb y Swann, microbidlogos de la Universidad de Cambridge, quienes aislaron €l
microorganismo de conejos de laboratorio y lo bautizaron como Bacterium monocytogenes.
Cas simultaneamente James Pirie describiéo € mismo bacilo en un roedor con fiebre y
monocitosis en Keniay lo llamo Listerella hepatolyitica, pues le dio méas importancia a dafio
hepdtico que a la monocitosis periférica. Luego otros investigadores aislaron la misma
bacteria y le dieron diferentes nombres. Esta confusion fue resuelta en 1957 por e aleman
Heinz Seeliger, conocido taxénomo, quien en honor a Lister impuso € nombre Listeria
monocytogenes (Ledermann, 2008).
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Listeria monocytogenes es una bacteria acido-tolerante, halotolerante y anaerdbica facultativa
(Madigan, 2003). Su morfologia es de un bacilo corto, es Gram positivo y dotado de
movilidad extracelular (flagelos peritricos) e intracelular (filamentos de actina) (Frazier,
1993). Esta movilidad intracelular se debe a que la bacteria libera una proteina (A’ctA) que
genera una polimerizacion de filamentos de actina a partir de la propia actina de la célula
hospedadora, asi se forma una fibra de actina que queda atrapada en el citoesqueleto de la
misma, con su constante elongacion permite el movimiento hacia adelante del patégeno en €
citosol (Prescott, 2004).

Son microorganismos moviles por medio de 1 a 5 flagelos peritricos, 1os cuales se generan
mejor a temperaturas menores de 25 °C, siendo su motilidad mayor a temperatura ambiente
que por incubacién a 36-37 °C, ya que a estas temperaturas son aflagelados o tienen solo un
flagelo y aparecen como inmoviles (Stachi, 2007).
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CuadroI: Limitesdel crecimiento de Listeria monocytogenes

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) -0.4 37 45
pH 4.39 7.0 9.4

Actividad deagua  0.92 - -

Fuente: ICMSF 5, 1998.
Sensibilidad y resistencia antibiotica

En el informe “Listeria y listeriosis”, publicado por la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia se sefida que € patron de sensibilidad a los antibidticos ha
permanecido estable con € paso de los afios. Este microorganismo es sensible a una amplia
gama de antibidticos como la penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclinas,
rifampicina, cotrimoxazol y vancomicina. Presentan una pobre actividad |as fluoroquinolonas
actuales y las cefalosporinas, especialmente las de tercera y cuarta generacion como
cefotaximay cefepima (Oteo y Alés, 1997).

La mayor parte de los antibiéticos tienen actividad bacteriostética frente a L. monocytogenes.
Solamente se ha observado actividad bactericida en los aminoglucésidos, glucopéptidos y
cotrimoxazol (sulfametoxazol asociada a trimetoprima) (Oteo y AlGs, 1997).

La Organizacion Mundial de la Salud define a la resistencia a los antimicrobianos como aquel
fendmeno por & cual un microorganismo deja de verse afectado por un antimicrobiano a que
anteriormente era sensible (OMS, 2012).

En un estudio llevado a cabo con 14 cepas de L. monocytogenes aisladas de diferentes
productos de origen animal, se observd que todas ellas eran susceptibles a penicilina G,
vancomicina, tetraciclina, cloranfenicol, rifampicina, eritromicina gentamicina y trimetoprim.
Sin embargo, se obtuvieron porcentgjes atos de resistencia a la fosfomicina (92.9%) y
menores para la estreptomicina (7.1%) (Altuntas y col., 2012). También se han observados
altos porcentajes de resistencia a clindamicina (Safdar y Armstrong, 2002. Zamora y col.,
2006).

En otro estudio se evalud la resistencia de diferentes especies de Listeria a varios antibi 6ticos,
y se observé que e 0.6% de los aislamientos de L. monocytogenes eran resistentes a uno o
mas antibi6ticos comparado con € 19.5% de los aisamientos de L. innocua. L. seeligeri y L.
welshimeri no presentaron resistencia. Resistencia a las tetraciclinas y penicilinas fueron las
observadas mas comunmente. También se detecté un aislamiento resistente a gentamicina, 1o
cual es preocupante, ya que la gentamicina en combinacién con ampicilina es usada en €
tratamiento de listeriosis humana (Walsh y col., 2001).

La bgja resistencia de L. monocytogenes a los antibioticos todavia no presenta un riesgo para
la salud publica, pero ésta situacion podria cambiar. Varios investigadores han sugerido que
diferentes especies de Listeria, como L. innocua (la cual ya presenta frecuentes resistencias)
podria transferirle ésta informacion genética a L. monocytogenes. A su vez, Listeria puede
adquirir resistencias a partir de otros géneros bacterianos con los que esta poco emparentados
(Balsalobre y Hernandez, 2004).

18



Otras propiedades:

La dosis infecciosa de L. monocytogenes depende de varios factores, que incluyen € estado
inmunol égico del hospedador y las caracteristicas microbianas. La aparicién y € curso de la
infeccion pueden depender de los factores de virulencia y de la dosis infecciosa. Debido a la
gravedad de la enfermedad, |as pruebas con voluntarios humanos son inviables (Doyle, 2001).

Debido a estos factores la dosis minima requerida para causar infeccion clinica en humanos
no ha sido determinada, sin embargo e gran nimero de L. monocytogenes detectadas en los
alimentos responsabilizados de casos esporadicos y epidémicos de listeriosis (10°) sugiere que
es ata Niveles de 10° a 10* células de L. monocytogenes por gramo de alimento han sido
asociados con listeriosis en humanos, especidmente en pacientes inmunosuprimidos,
ancianos y mujeres embarazadas (Torresy col., 2005).

En cuanto a la resistencia en e medio ambiente, se ha comprobado que sobreviven en suelos
himedos durante 295 dias y més (Welshimer, 1960), y mas de 8 semanas en agua de estanque
(Botzler y col., 1974).

Otra propiedad que posee L. monocytogenes es la capacidad de formar biofilms. Un biofilm
consiste en €l desarrollo de bacterias, hongos y protozoos, por separado o combinados, unidos
por una matriz extracelular que se fija a una superficie solida o firme (Jay, 2009). Las células
en los biofilms pueden persistir en el ambiente y resistir la desecacion, luz ultravioleta, y e
tratamiento con agentes antimicrobianos y sanitizantes (Borucki y col., 2003). De ésta manera
pueden volverse una fuente crénica de contaminacién microbiana, alterando los alimentos, o
transmitiendo enfermedades (Stepanovic y coal., 2004).

Epidemiologia:

La listeriosis esta dentro del grupo de las enfermedades reemergentes en nuestro pais,
entendiéndose como taes, aguellas enfermedades ya conocidas, que en un pasado no
presentaron un problema para la salud publica, pero que en las Ultimas décadas han tenido un
claro aumento en su incidencia (Conti, 2001).

Listeria se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. En los animales domésticos la
listeriosis tiene principalmente un origen aimentario, a igual que en los humanos
(Ramaswamy y col., 2007).

Habitat y portadores:

Las especies de Listeria estdn muy extendidas en € medio ambiente. Se han aislado del suelo,
materia vegetal en putrefaccion, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y congelado,
alimentos frescos y procesados, queso, leche no procesada, desechos de los mataderos, asi
como del tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos. L. monocytogenes se ha
aislado de varias especies de mamiferos, aves, peces, crustaceos e insectos. No obstante su
principal habitat es el suelo y la materia vegetal en descomposicion, en la cual sobrevive y
crece como saprofito (Oteo y Alés, 1997).

L. monocytogenes parece ser un residente normal del tracto intestinal de los humanos; esto
podria explicar € por qué anticuerpos contra Listeria spp. son comunmente encontrados en
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personas saludables (Farber y P. I. Peterkin, 1991) con una frecuencia que va de menos del
1% hasta e 15% (Jay 2009).

El microorganismo no ha sido aislado en las muestras orofaringeas de personas sanas, y la
presencia del mismo en las muestras cervicovaginales siempre esta asociada con la listeriosis
relacionada con el embarazo. El papel de los portadores sanos en la epidemiologia de la
listeriosis es dudoso y da pie para que sea més estudiado (Doyle, 2001).

El estado de portador fecal asintomatico es comun en € ser humano (hasta 10%) y ha sido
mucho mas frecuente en trabajadores de rastros y en persona de laboratorio que manipula
cultivos de Listeria monocytogenes (Chin, 2001).

Los rumiantes domeésticos jugarian un papel clave en e mantenimiento de Listeria en el
ambiente rural, através de un ciclo de enriquecimiento fecal-oral. Se considera que €l ganado
ovino es € que presenta mayor excrecion intestinal de Listeria (Stachi 2007), esto podria
deberse a una mayor susceptibilidad por parte de los ovinos, ya que los mismos presentan
tasas de incidencia mayores (hasta 30%) que los bovinos (hasta 15%) (Wesley, 2007).

Los cerdos raras veces desarrollan la enfermedad y, generamente, las aves son portadoras
subclinicas del microorganismo (OIE, 2013).

L. monocytogenes también puede estar presente en €l cuero y lana de los rumiantes. En Nueva
Zelanda € cuero vacuno y lalana ovina parecen ser las mayores fuentes de contaminacion de
L. monocytogenes para las carcasas (ICSMF 6, 2005). Un estudio realizado en un matadero
bovino de la provincia de Parma, Italia, demostré que las heces y € cuero de los bovinos son
importantes vehiculos para la bacteria, y que las buenas précticas de faena son fundamentales
parareducir la contaminacion de las carcasas por lamisma (Bonardi y col., 1997).

Viasdetransmision:

A pesar de ser considerada una zoonosis que puede ser transmitida por contacto directo con
animales infectados (exposicion ocupacional), la mayoria de las infecciones humanas se
adquieren por ingestion de alimentos contaminados y de madre a hijo intrauterino o durante el
parto (Ross y col., 2008).

La contaminacion alimentaria, tanto en forma de epidemias como de casos esporadicos, en
una poblacion de inmunodeprimidos, constituyen los dos factores fundamentales para la
presentacion de la enfermedad (Cisternas y col., 2002).

Entre los aimentos que pueden causar e trastorno se encuentran leche no pasteurizada y
productos lacteos elaborados con leche no pasteurizada, quesos blandos, hortalizas frescas
(rébanos, pepinos, col, papas), mariscos crudos y productos derivados del pescado
(especiadmente pescado ahumado), carnes y productos carnicos, que incluyen la carne de
vaca, de cerdo, de pollo, carne picada, e jamoén, los embutidos ahumados y fermentados, €
salami, y € paté (Doyle, 2001a).

A pesar de que son muchos los aimentos que pueden contaminarse con L. monocytogenes,
los casos estan principal mente relacionados con alimentos listos parael consumo (LPC).
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Segun & Reglamento (CE) 2073/2005 los aimentos listos para € consumo son aquellos
destinados por € productor o e fabricante a consumo humano directo sin necesidad de
cocinado u otro tipo de transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los
microorganismos peligrosos (Anénimo, 2005).

Varios brotes han sido asociados con € consumo de éstos alimentos, tales como leche cruda,
guesos blandos, pescado ahumado y productos carnicos y embutidos fileteados (EFSA, 2007).

La enfermedad en rumiantes esta asociada a la alimentacion con silo que contiene la bacteria.
Sobre todo, silos que no han sido conservados en buenas condiciones y sus capas superiores
no alcanzan & pH adecuado parainhibir €l crecimiento de la bacteria (Stachi, 2007).

En e siguiente cuadro se evidencia como los vegetales crudos, los productos lacteos y las
carnes han sido implicados en importantes brotes humanos en el pasado reciente.

Cuadroll: Brotesdelisteriosisen e mundo

o
Pais Afo N° de casos N©° de Serotipo Alimento
muertes
Halifax,
Canada 1981 41 18 4b Coles
M assachusse
ts, USA 1983 49 14 4b Leche
Vaud, Suiza 1983-87 122 34 4b Queso
Cdlifornia,
USA 1985 142 48 4b Queso
Reino Unido 1989-90 300 0 4b Paté
Francia 1992 279 88 4b Lenguade
cerdo
Francia 1993 39 0 4b Pate de
cerdo
Frandia 1995 36 0 4D Queso
blando
Multiestados, Carne
USA 1998-99 40 4 4b teteada
Finlandia 1988-99 25 6 3a Manteca
Francia 1999 29 7 NI Lenguade
cerdo
Multiestados, Pavo
USA 2000 29 4 4b teteado
Carolinade
Norte, USA 2000-01 12 0 4b Queso
Multiestados,
USA 2002 46 7 NI Pollo y pavo
Québec,
Canada 2002 17 0 NI Queso

NI: serovariedad no informada

Fuente: Adaptado de Callgjo y cal., 2008.
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Latransmision de L. monocytogenes del ganado alos humanos se da por contacto directo con
los animales, especialmente durante el parto de vacas y oveas; y e consumo de leche sin
pasteurizar. Aparte de la listeriosis humana por contacto directo con animales infectados o por
consumir productos de origen animal contaminados, |as conexiones entre listeriosis humanay
animal son poco claras (Wesley, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud concluy6 gque lalisteriosis alimentaria es principa mente
transmitida por mecanismos no zoonGticos y que L. monocytogenes es un organismo
ambiental cuya via primaria de transmisién a los humanos es por la comida contaminada
durante su produccion (Wesley, 2007).

Otros mecanismos de transmision de la listeriosis humana son la via transplacentaria o por un
canal de parto infectado (madre-feto), y la via perinatal (al neonato durante e nacimiento),
con objetos contaminados, o por infecciones cruzadas en las guarderias neonatales (Lorber,
2010). También ha sido implicado el aceite mineral en un brote de listeriosis neonatal, y se
han observados infecciones cutédneas primarias sin implicacion sistémica como enfermedad
profesional en veterinarios y granjeros debido a la manipulacién de fetos bovinos o de vacas
presuntivamente infectadas (Doyle, 2001).

Estacionalidad

Lalisteriosis humana es una enfermedad esporadica que se ve durante todo € afio, aungque su
incidencia maxima ocurre en los meses calidos (Murray, 2006).

Periodo de incubacion

El periodo de incubacion en humanos de la listeriosis invasiva es entre 20 y 30 dias (Riedo y
col., 1994), con extremos de 3 a 90 dias (Acufiay col., 2002), mientras que para el cuadro de
gastroenteritis los sintomas clinicos generalmente comienzan a las 20 horas de ingerido €l
alimento contaminado (Vézquez y col., 2001).

Periodo detransmisibilidad

Las madres de los recién nacidos infectados pueden dispersar € agente infeccioso con las
secreciones vaginalesy laorinade 7 a 10 dias después del parto, y raravez por més tiempo. A
pesar de €elo, las personas infectadas pueden excretar los microorganismos en las heces
durante varios meses (Chin, 2001).

Patogenia

La patogénesis de lainfeccion por Listeriaen humanos y animales es aln poco entendida. La
mayor parte de la informacion con la que se cuenta deriva de observaciones hechas en
animales de experimentacion. Como la comida contaminada es la mayor fuente de infeccion
tanto para casos epidémicos como esporadicos, € tracto gastrointestinal es la principal via de
entrada para este patogeno a hospedero (Vazquez y col., 2001).

Esta bacteria es capaz de atravesar las tres barreras fisioldgicas: intestinal, hemato-encefalica
y placentaria. Al cruzar la barrera intestinal, |a bacteria es absorbida desde la luz intestinal,
atravesando el epitelio, y s & sistema inmune no controla la infeccion, el patdgeno se
disemina a la corriente sanguinea y los ganglios linféicos mesentéricos. Luego, L.
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monocytogenes llega a higado y a bazo, donde se replica, preferentemente dentro de
macrofagos y células epiteliales (Camejo y cal., 2011).

Durante las etapas tempranas de colonizacion hepética, os polimorfonucleares son reclutados
en los sitios de infeccion (hepatitis piogranulomatosa subclinica), en respuesta a la liberacion
de quimioatractantes por parte de los hepatocitos (Torresy col., 2005).

Si lareplicacion no es contenida por la inmunidad innata del hospedero, la bacteria es capaz
de escapar y continuar replicandose. Por lo tanto, la supervivencia del hospedero es
dependiente de una efectiva respuestainmune adaptativa, lacua en caso de falar, le permitira
a la bacteria reingresar al torrente sanguineo y acanzar € cerebro (meningoencefalitis) o la
placenta (placentitis), causando una infeccion sistémica potencialmente fatal (Camejo y col.,
2011).

Con la capacidad de multiplicarse en € citosol de la célula hospedadora y diseminarse de
célula a célula, L. monocytogenes puede difundirse por los tejidos del hospedero y a su vez
protegerse contra lainmunidad humoral del mismo (Ramaswamy y col., 2007).

Figuralll: Representacion esquematica de la fisiopatogenia de L. monocytogenes

Fuente: Adaptado de Vazquez y col., 2001.

Principalesfactoresde virulencia

El proceso de infeccion comprende varias etapas. adhesion e invasion de la célula
hospedadora, escape de la vacuola, multiplicacion intracelular y propagacion intercelular

(Chen y col., 2009), en las cuales actlan diferentes factores de virulencia como se muestran
en el siguiente cuadro:
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periferia y formar un pseuddpodo (listeriopodo) que facilitara la infeccion de otra célula
vecina. Estos pseuddpodos son fagocitados por las células vecinas, resultando en fagosomas
secundarios con una doble membrana (la interna de la célula donante y la externa de la nueva
célula hospedera) los cuales son rapidamente lisados por LLO, PC-PLC y PI-PLC, paraluego
comenzar un nuevo ciclo (Liuy col., 2007, Vazquez y col., 2001, delas Heras y cal., 2011).

Otros factores vinculados a la virulencia son la proteina p60 y los mediadores de respuesta al
estrés (CIpC, ClpE y ClpP).

La proteina p60 es una proteina de 60 kDa codificada por € gen iap, esté presente en todas las
especies de Listeria, es una hidrolasa muramica y tiene un rol fundamental en la division
celular (Wuenscher y col., 1993).

ClpC es una proteina codificada por €l gen clpC y perteneciente a una familia de proteinas
vinculadas a la tolerancia a estrés (HSP-100/Clp) en muchos organismos procariotas y
eucariotas, en L. monocytogenes favorece la salida temprana de los fagosomas de los
macréfagos, mejorando la supervivenciaintracelular (Rouquette y col., 1998), también facilita
la propagacion célulaacélula (delas Heras y col., 2011).

ClpE es codificada por € gen clpE y pertenece a la misma familia que ClpC, actuando en
sinergismo con ésta en la division celular, ambas jugando un papel fundamenta tanto en la
virulenciacomo en ladivision celular (Nair y col., 1999).

Por dltimo, y también perteneciente a la familia HSP-100/Clp esta la proteina ClpP, de unos
21.6 kDa y codificada por € gen clpP. La misma cumple un rol fundamental en lograr una
rapida respuesta adaptativa intracelular por parte de L. monocytogenes en el proceso
infeccioso, o cua se ha demostrado evidenciando la reducida actividad de LLO en mutantes
carentes del gen clpP (Galliot y col., 2000).

Regulacion dela virulencia

Listeria monocytogenes pasa de organismo saprofito a parasito intracelular cuando invade a
un hospedero, de esta manera evita la produccién de factores de virulencia cuando no son
necesarios (estado de saprofito), maximizando la sobrevivencia de la bacteria en su vida
extracelular. Esto requiere laregulacion de los principal es genes de virulencia (plcA, hly, mpl,
actA, plcB, inlA, inlB, inlC, hpt), lamismatiene como actor central ala proteina PrfA, la cual
puede activar o reprimir laexpresion de dichos genes (de las Heras y col., 2011).

PrfA es un homodimero con dos dominios, € dominio N-terminal y e dominio C-terminal, el
cua tiene forma de hélice y es donde se establece €l contacto con el ADN. Este contacto se da
en un sitio especifico del ADN, activando la transcripcion para los factores de virulencia
(Scortti y col., 2007). Se ha descripto que PrfA puede regular 1os nueve genes de virulenciaya
mencionados, ademés de 145 genes no rel acionados con virulencia (de las Heras y col., 2011).
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FiguralV: Ciclointracelular de L. Monocytogenes

(1) Adhesion alacéulahospederay (2) entrada facilitada por lasinternainas (InlA, InlB). (3)
Lisis de la vacuola fagocitica por accion de listeriolisina (LLO) y fosfolipasas (PIcA y PIcB,
ésta Ultima activada por Mpl luego de su secrecion). (4) Translocacion de derivados hexosa
fosfatos de la célula hospedera hacia la bacteria por accion de Hpt, lo cual deriva en una
rapida multiplicacion bacteriana. (5) Polimerizacion de actina mediada por ActA y propulsion
de la bacteria en € citoplasma. (6) Relgjacion de las uniones intercelulares por parte de InIC e
invasion de pseuddpodos. (7) Fagocitosis de éstas estructuras resultando en vacuolas de doble
membrana, de las cuales Listeria escapa y comienza un nuevo ciclo. (Adaptado de de las
Herasy col., 2011).

Caracteristicas clinicasdelalisteriosis en humanos

La listeriosis clinicamente se define cuando € organismo es aislado de la sangre, liquido
cerebroespinal, u otros tejidos norma mente estériles (Ramaswamy y col., 2007).

Dos formas béasicas de presentacion de listeriosis pueden distinguirse: listeriosis perinatal
(siempre invasiva) y listeriosis en € paciente adulto (invasiva y no invasiva) (Torresy col.,
2005).

A su vez, la listeriosis neonatal tiene dos formas clinicas de presentacion: la listeriosis de
comienzo temprano (en los dos dias posteriores a parto) una enfermedad septicémica con
transmision vertical desde lamadre a feto y la enfermedad tardia (cinco o més dias del parto)
generalmente meningitica. Las formas de transmisiéon en la enfermedad de inicio tardio son
poco conocidas, pudiendo ser e resultado de una transmision durante el paso por € cana del
parto, contacto con la madre durante €l periparto o € resultado de una transmision nosocomial
indirecta con casos de enfermedad de comienzo temprano a través de personas 0 equipo
hospitalario (Lepe y Jiménez, 2012).

La listeriosis neonatal de inicio temprano se asocia con aborto espontaneo, nacimiento
prematuro, bajo peso a nacer, bronconeumonia, septicemia o muerte del recién nacido por
una infeccion diseminada conocida como granulomatosis infantiséptica, caracterizada por la
presencia de microabscesos piogranulomatosos diseminados en higado, bazo y vellosidades
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corionicas, con mortalidad del 35 a 10%. Los sintomas generalmente incluyen dolor
pulmonar, debilitamiento del corazén, deficiencias respiratorias, cianosis, vomito,
convulsiones y descarga temprana del meconio. Los sintomas de la madre son similares a los
de una influenza con fiebre o infeccion urinaria en las semanas que preceden al parto (Torres
y col., 2005).

En menor frecuencia se observa la listeriosis neonatal tardia (10-15% de los casos
perinatales), involucra sindrome febril acompafiado por meningitis y en algunos casos
gastroenteritis y neumonia, presumiblemente como resultado de aspiracion de exudados
maternales contaminados durante el parto, aunque se han reportado casos en donde la
enfermedad es adquirida mediante transmision horizontal por fomites o personal médico en
unidades neonatales (Torres y col., 2005).

En el paciente adulto las manifestaciones clinicas de la listeriosis pueden ser divididas en dos
grupos: listeriosis invasiva y no invasiva. La listeriosis invasiva se da en los casos en los
cuaeslainfeccion inicial en € tejido intestinal se disemina hacia otros tejidos estériles, como
por gjemplo el Utero gravido (placentitis), € sistema nervioso central (meningoencefalitis), la
sangre (septicemia), o combinaciones de éstos, y se asocia con individuos
inmunocomprometidos. Por otra parte, la listeriosis no invasiva se manifiesta en forma de
gastroenteritis, con diarrea, fiebre, dolores de cabeza 'y mialgia, y estd asociada a individuos
sanos gue consumieron grandes dosis de L. monocytogenes (WHO/FAO, 2004).

L. monocytogenes es una de las principal es causas de meningitis adquirida. Clinicamente, la
meningitis por Listeria se presenta con un cuadro de fiebre, cefalea y alteraciones de
conciencia. La presentacion suele ser brusca o subaguda. Con frecuencia se observan
convulsiones, mioclonias y otros signos como ataxia, hemiparesia y pardlisis de pares
craneales. Estas manifestaciones pueden llegar a presentarse en el 39% de los enfermos y con
frecuencia son expresion de romboencefalitis, una alteracion del tronco cerebral caracteristica
de la infeccién por Listeria gue usualmente coexiste con la inflamacion meningea (Juliadn y
col., 2001).

La sepsis primaria causada por L. monocytogenes a menudo presenta un curso fulminante, en
particular en personas gravemente inmunocomprometidas (Julidn y col., 2001), y s €
paciente se salva puede sufrir infecciones focales en otros érganos (endocarditis, artritis
séptica, osteomidlitis, peritonitis, hepatitis, etc.) (Dominguez, 2010).

Las infecciones cuténeas por L. monocytogenes son raras. Por |o general se manifiestan en
personas saludables en forma de erupciones papulopustulares o vesiculopustulares no
dolorosas, no pruriticas, auto limitantes y localizadas. Esta forma cutédnea es considerara como
una enfermedad profesional, ya que en su mayoria la padecen veterinarios y granjeros que
tuvieron contacto con material infectado durante e parto de los animales (Godshal y col.,
2013).

En un hospedero con inmunidad norma la Listeria monocytogenes produce infeccién

asintoméatica de la mucosa faringea y digestiva, y posteriormente puede permanecer como
agente colonizador del tracto digestivo (Cisternasy col., 2002).
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CuadroIV: Tiposdeinfeccion

Tipo deinfeccién Periodo de incubacion Sintomas

Lesiones cutaneas leves,

Zoonatica 1-2 dias localizadas y autolimitantes

Pueden ser graves,
1-2 dias resultando en meningitisy
muerte

Neonatal (vertical y
horizontal)

Parecidos a una gripe leve
0 asintomatica en lamadre
pero con consecuencias
severas para el feto (aborto
espontaneo, mortinatos y

Infeccion de lamadre
durante el embarazo por 1 diaavarios meses
comida contaminada

meningitis)
Enfermedad asintomética o
Listeriosis adquirida por Ieve_que pu_ede progresa
hacia unainfeccion del
personas no embarazadas a . . -
1 dia avarios meses SNC como la meningitis.

través de alimentos

i Es més comun y severaen
contaminados

personas inmuno-
comprometidas y ancianos

Infeccidn alimentaria por

. Vomitosy diarrea, aveces
consumo de alimentos con y €4,

puede progresar hacia una

altosnivelesde L. < 24hs ficemia. bero por o
Monocytogenes (>10 por 0 a perop
generd es autolimitante
gramo)

Fuente: Adaptado de Bell, 2002
Caracteristicasclinicasdelalisteriosis en los animales

En los animales, |as manifestaciones clinicas de la listeriosis incluyen encefalitis, septicemiay
aborto, especialmente en ovejas, cabras y vacas. La forma septicémica es relativamente poco
comun y por lo general, se produce en e recién nacido. Se caracteriza por depresion,
inapetencia, fiebre y muerte. La forma encefalitica se denomina a veces “enfermedad en
circulo” debido a la tendencia a dar vueltas en una direccién, y es la manifestacion mas
comun de la enfermedad en los rumiantes. Los sintomas comprenden depresion, anorexia,
caida de la cabeza o torcimiento de la cabeza hacia un lado, pardisis facial unilateral y
queratoconjuntivitis bilateral. El aborto se produce, por 1o general, en la Ultima etapa (después
de 7 meses en vacas y 12 semanas en ovejas). Normal mente solo tiene lugar unaformaclinica
de listeriosis en un grupo particular de animales. También se ha descrito la oftalmitis ovina.
Asimismo, se asocia la mastitis de rumiantes con lainfeccion por L. monocytogenes. Cuando
se produce listeriosis en cerdos, la manifestacion primaria es septicemia, son menos
frecuentes los casos de encefditis y raros los abortos. Aunque las aves son portadoras
subclinicas habituales, se han descrito casos esporéadicos de listeriosis, siendo més frecuente la
septicemia y mucho menos comun la aparicion de meningoencefalitis. La listeriosis aviar
puede ser e resultado de una infeccion secundaria en condiciones de enfermedad virica y
samonelosis (OIE, 2013).
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Diagnostico/ Aislamiento en alimentos

Dado gque la siembra directa no suele tener éxito en el aislamiento de este microorganismo de
los alimentos, los procedimientos habituaes incluyen un enriquecimiento selectivo, seguido
de aislamientos en agar selectivo (de Boer, 2009).

Los métodos convencionales para €l aislamiento de L. monocytogenes a partir de alimentos
que han ganado aceptacion con propdsitos reglamentarios internacionales son € método de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), e método oficial de la Asociacion Oficial
de Quimicos Andistas (AOAC), los Estandares 1SO 11290, d método del Servicio de
Inspeccion y Seguridad Alimentaria (FSIS) del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) y los Estandares franceses (OIE, 2013).

En todos los diferentes medios de enriquecimiento Listeria monocytogenes no crece bien si
estan presentes otras Listeria spp. El procedimiento de enriquecimiento para Listeria
monocytogenes suele incluir un enriquecimiento primario y otro secundario. El caldo para
enriquecimiento primario o previo contiene pequefias cantidades de agentes selectivos para
permitir la resucitacion de las céulas dafiadas. EI medio de enriquecimiento utilizado
comunmente contiene acriflavina, acido nalidixico y cicloheximida como agentes selectivos,
con fosfato como sistema tampon. Algunos pocos medios contienen cloruro de litio como
agente selectivo adicional y piruvato sodico para favorecer la resucitacion de las células
dafiadas (de Boer, 2009).

Dependiendo de la natural eza de la muestra, un método puede ser més adecuado que otro. Los
métodos de la FDA y de la AOAC pueden utilizarse para € andlisis de la leche y los
productos lacteos. El método del USDA-FSIS se recomiendo para la carne rojay la carne de
ave (cruda o lista para comer), los huevos y derivados y las muestras medioambientales (OIE,
2013). La principa diferencia entre e método de la FDA y e del USDA es que éste Ultimo
utiliza un enriguecimiento de 2 etapas, mientras que € primero lo hace en una etapa (Donelly
y col., 1992).

Los materiales necesarios para € aisamiento de L. monocytogenes en productos carnicos
segun USDA-FSIS son:

e Caddo University of Vermont modificado (UVM)

e Caddo Fraser (FB)

e Agar Oxford Modificado (MOX)

e Agar sangre de caballo con una sobrecapa de agar (HL o HBO)

e Agar tripticasa soja con 5% de sangre de oveja (TS-SBA)

e Agar tripticasa soja— extracto de levadura (TSA-YE)

e Caldo cerebro, corazon infusion (BHI)

e Kit de pruebas bioguimicas capaz de identificar Listeria monocytogenes (gemplo:
GaleriaAPI Listeria, bioMerieux, MICRO-ID, VITEK 2 Compact o equivalente)

e Test de identificacion genética: Kits de hibridacion de DNA para Listeria
monocytogenes (Gene Trak, GenProbe 0 equivalente)

e Estufade esterilizacion

e Autoclave

e Balanzaelectronicacapaz de pesar 25g+/-0.1g

e Estufadeincubaciona30 °C +/- 2°C
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Estufadeincubacion a35 °C +/- 2°C

Estufadeincubacion a20 °C 6 25°C +/- 2°C

Vortex

Stomacher

Bolsas para stomacher con o sin filtro de capacidad adecuada.

Ansade platino o niquel de aproximadamente 3 mm de didmetro 6 10 pl.

Agujade inoculacion.

Peachimetro calibrado con exactitud de 0.1 unidad de pH de 20 °C a 25 °C.

Pipetas graduadas o automaticas de 1 ml y de 100 pl de capacidad nominal.

Tubos o frascos de capacidad apropiada

Placas de Petri de vidrio o plastico.

Cepa de Listeria monocytogenes como control positivo: pueden ser ATCC 19111,

NCTC 7973 u otro cultivo de Listeria monocytogenes validado

e Cepa de Listeria innocua como control negativo: puede ser ATCC 33090 u otro
cultivo de Listeriainnocua validado.

e Otras cepas de Listeria spp. Como L. seeligeri, L. grayi y L. ivanovii se pueden
reguerir como controles para pruebas confirmatorias adicionales.

e Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 6 ATCC 4944 y Rhodococcus equi

ATCC 6939 pararedizar e test de CAMP tradicional.

Fuente: ReNaLOA, 2011.
L os pasos a seguir son los siguientes:
1. Preparacion delamuestra

Los envases intactos de las muestras deben ser desinfectados en el sitio de la incision
inmediatamente antes de realizar la misma para la toma de muestra. Para la desinfeccion se
puede utilizar: perdxido de hidrégeno a 3 %, etanol a 70 %, o isopropanol a 70 %. Si e
envase no parece estar limpio lavar antes de la desinfeccion con agua y jabon y luego
enjuagar.

2. Primer enriquecimiento en caldo UVM

Pesar 25 g de la muestra en una bolsa de stomacher, agregar 225 ml de cado UVM vy
homogeneizar durante 2 minutos + 0.2 minutos en Stomacher. Incubar durante 22 h+2ha30
oC £ 2° C. Incluir un control positivo y un medio sin inocular como controles, por cada grupo
de muestras analizadas.

3. Segundo enriquecimiento en caldo Fraser y siembra en placa directamente del caldo
UVM

3.1. Transferir 0.1 ml £ 0.02 ml del caldo UVM oabtenido en 2 a 10 ml + 0.5 ml de caldo
Fraser (FB) eincubar a35°C £+ 2 °C durante26 h = 2 h.

3.2. Sembrar una ansada o una gota de aproximadamente 0.1 ml del caldo UVM obtenido
en & punto 2 sobre la superficie del agar MOX y con un ansa estriar desde la zona
hisopada €l resto del agar para obtener colonias aisladas. Incubar a 35 °C +/- durante
2°C durante 26 h +/- 2 h.
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4. Observacion de las placas de agar MOX sembradas directamente con caldo UVM y

6.

siembradel caldo Fraser en placasde agar MOX

4.1. Examinar las placas del punto 3.2 después de la incubacion para la determinacion de
la presencia de colonias tipicas de Listeria spp. Las colonias tipicas son pequefias
(aproximadamente 1mm) y rodeadas por un halo de oscurecimiento debido a la
hidrdlisis de la esculina.

4.2. Seleccionar las colonias sospechosas y sembrar en agar HL, como se describe en el
punto 6.1.

4.3. Si no se evidencian colonias sospechosas, reincubar las placas de agar MOX por 26 h
+/- 2 hmés.

4.4. Examinar después de laincubacion los tubos con caldo Fraser paralavisualizacion de
un oscurecimiento del caldo debido ala hidrdlisis de la esculina.

4.5. S se evidencia oscurecimiento, sembrar asépticamente 0.1 +/- 0.02 ml de caldo
Fraser en agar MOX. Estriar 0 hisopar e 25% - 40% de la superficie del agar y luego
con un ansa estriar desde la zona hisopada € resto del agar para obtener colonias
aisladas. Incubar a 35 °C +/- 2 °C durante 26 h +/- 2 h.

4.6. Si no se evidencia oscurecimiento, reincubar |os tubos con caldo Fraser a 35 °C +/- 2
°C durante 26 h +/- 2 h.

Observacion de las placas de agar MOX y siembra del caldo Fraser de 48 h en placas
deagar MOX

5.1. Examinar y seleccionar colonias sospechosas de cualquiera de las placas de agar
MOX del andlisis (gjemplo las placas de MOX estriadas desde el caldo Fraser de 26 h
+/- 2 hylo UMV).

5.2. Re-examinar el caldo Fraser para evidenciar la presencia de oscurecimiento después
de 48 h +/- 2 h de incubacién.

5.3. Si evidencia oscurecimiento, hisopar, estriar e incubar en placas de agar MOX.

5.4. S no se evidencia oscurecimiento y no se observan colonias sospechosas en las
placas de agar MOX o HL, la muestra se considera negativa para Listeria
monocytogenes.

Aislamientoy purificacion

6.1. Seleccionar las colonias sospechosas en las placas de agar MOX y con un ansa tocar
como minimo 20 colonias (si hay disponibles), y estriar por agotamiento en superficie
en placas de agar HL para obtencion de colonias aisladas. Incubar las placas a 35 °C
+/- 2°C durante 22 h +/- 4 h.

6.2. Después de la incubacion examinar las placas de agar HL a contra luz para observar
colonias trand Uicidas rodeadas por un peguefio halo de f-hemdlisis.

6.3. Si @ menos una colonia sospechosa esta claramente aislada, proceder con € test de
confirmacion (Conservar las placas a temperatura ambiente 0 en heladera hasta
completar € test de confirmacion).

6.4. Si hay colonias sospechosas con B-hemalisis pero no estan aisladas, reaisar las
colonias en un nuevo agar HL.

6.5. Si no se evidencian colonias sospechosas en ninguna de las placas de agar HL, la
muestra se considera negativa para Listeria monocytogenes.
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7. Confirmacion y otros procedimientos de identificacion

La identificacion y confirmacion de Listeria monocytogenes consiste en pruebas de
confirmacion preliminar, pruebas bioquimicas, test de CAMP y en agunas situaciones se
requiere de tests genéticos

7.1.

1.2.

7.3.

7.4.

Test de confirmacion preliminar: a partir de una colonia aislada en agar HL inocular
caldo BHI y, opcionamente, inocular una placa fresca de agar HL para confirmar la
pureza de la colonia. A partir de esa misma colonia inocular los medios para realizar
las pruebas bioquimicas (agar HL, TSA-YE 6 TS-SBA o equivaentes). Como
minimo una colonia debe ser confirmada. Si la colonia sospechosa seleccionada en €
agar HL no es confirmada como L. monocytogenes, se debe realizar la confirmacion
aotras colonias, si hay disponibles, hasta que a menos 3 colonias sospechosas den la
confirmacion negativa.

Prueba de la movilidad (opcional): inocular € caldo BHI, incubar 16 h 18 h a 18 °C -
25 °C. Si no se evidencia crecimiento, reincubar hasta que se observe crecimiento o
hasta un maximo de 48 h. Luego de laincubacion, depositar una gotadel cultivo entre
porta 'y cubre objeto bien limpio, y examinar en el microscopio. Listeria spp. Aparece
como bacilos cortos, delgados y con movimientos caracteristicos de “tumbos”
(tumbling).

Coloracién de Gram: redlizar la coloracion de Gram. Listeria spp. Se presenta como
bacilos Gram positivos cortos y delgados.

Prueba de catalasa: tomar una colonia aislada y suspender en una gota de solucién de
peréxido de hidrégeno en un portaobjeto. Listeria spp. da unareaccion positiva que se
evidencia por laformacion inmediata de burbujas de gas.

Nota: Si lamorfologiay la movilidad no es caracteristica de Listeria spp. y € cultivo es puro,
informar Listeria monocytogenes negativo. Si la morfologia y la movilidad es caracteristica
de Listeria spp. y € cultivo es puro, continuar con las pruebas bioquimicas para la
confirmacion de Listeria monocytogenes.

71.5.

7.6.

Pruebas bioguimicas. a partir de colonias aisladas en agar HL, TSA-YE 0 TS-SBA o
equivalentes, realizar la confirmacién bioquimica mediante la galeria de API Listeria
— bioMérieux, MICRO-ID, VITEK 2 Compact o equivaente (siguiendo las
instrucciones del fabricante) o mediante pruebas bioquimicas en tubo.

Prueba de CAMP (Figura V)

7.6.1. En unaplacade agar TS-SBA estriar en forma paralela unalinea simple de S.
aureus ATCC 25923 6 ATCC 4944 y otra linea simple de Rhodococcus equi
ATCC 6939, separados entre si 3-4 cm. Utilizar un ansa o aguja de inoculacion.

7.6.2. Edtriar los cultivos test en unalinea simple y perpendicular, entre las dos lineas
de cultivos de referencia. Las lineas de cultivo test deben estar separadas de las
de referencia 2-4 mm. Durante € estriado, las lineas test y referencia no se deben
tocar para evitar contaminacion cruzada.

7.6.3. Simultdneamente estriar cultivos controles de L. monocytogenes, L. innocua 'y
L. ivanovii.

7.6.4. Incubar 24 h+/- 2ha35°C.

7.6.5. Se considera reaccion positiva una zona acrecentada de [(-hemdlisis en la
interseccion de los cultivostest y los cultivos de S. aureus 'y R. equi.

7.6.6. Unareaccion positiva paraR. equi se ve como una ampliazona (5 a 10 mm) en
forma de “cabeza de flecha” de hemolisis. La reaccion es negativa si se presenta
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como una pequefia zona (alrededor de 1 mm) de hemdlisis débil en la
interseccién del cultivo test con la zona de difusién de R. equi.

7.6.7. Una reacciOn positiva para S. aureus se ve COmMoO una pequefia zona de
hemalisis acrecentada, que se extiende alrededor de 3 a4 mm del cultivo test y
dentro de la zona de hemdlisis débil debida a crecimiento del cultivo de S.
aureus. No ocurre una zona grande de -hemdlisis en la proximidad de las areas
entre S. aureus y L. monocytogenes.

FiguraV: Pruebade CAMP

L. monocytogenes

Zonaestrecha )
de B-hemdlisis L. innocua
Sin hemdlisis _ )
L. ivanovii
Zonaamplia

de B-hemdlisis

Fuente: Adaptado de ReNaL OA, 2011.

8. Interpretacion bioquimica (Cuadro V)

_ o Produccién de &cido Test de CAMP
Especie Hemoliss amnosa | xilosa | S.aureus | R. equi
L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - \% - - -
L. ivanovii + - + - +
L. seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - Vv + - -
L. grayi sub. grayi - - - - -
L. grayi sub. i Vv i i i
murrayi

V: reaccion variable

(+): reaccion positiva débil

+: > del 90% reacciones positivas
-: reaccion negativa

Nota: existen algunas cepas raras de L. monocytogenes que no dan 3-hemdlisis y dan reaccion
de CAMP negativa
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9. Test deidentificacion genética

Los test de identificacion genética pueden ser utilizados como test confirmatorios para todas
las cepas de Listeria monocytogenes identificadas por pruebas bioquimicas. Sin embargo,
pueden ser requeridos para identificar cepas atipicas sospechosas de ser L. monocytogenes.
En algunos casos no se pueden diferenciar las cepas de L. monocytogenes de las cepas de L.
innocua por pruebas fenotipicas, en particular para L. monocytogenes 3-hemoliticas ramnosa
negativa y fosfolipasa C negativa. En otros casos, una L. monocytogenes débilmente
hemolitica puede ser confundida como L. innocua (ademas existen las cepas de L. innocua 3-
hemoliticas).

10. Expresion delosresultados

De acuerdo a los resultados de 8 y 9 (en caso de realizarse) indicar presencia o ausencia de
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subproductos,
quesos,
embutidos 'y
otros
alimentos
como
gelatinade
carne

*: Datos en base a brotes
Fuente: Adaptado de EFSA 2010, 2011, 2012, 2013, 2014.

Con € fin de acanzar una mayor deteccion de brotes y un andlisis de la tendencia de la
listeriosis en 2002 se cred en Europa un grupo de expertos para € estudio de las infecciones
por L. monocytogenes. EI mismo estaba integrado por 17 paises, de los cuales 10 contaban
con un sistema de notificacion obligatoria: Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania,
Islandia, Italia, Noruega, Suecia y Suiza. De los 7 paises restantes, 6 notificaban de forma
voluntaria: Grecia, Irlanda, Inglaterra, Gales, Escocia y Espafia. Unicamente Portugal carecia
de un sistema de vigilancia epidemiol 6gica nacional (de Vak y col., 2005).

En e 2003 e grupo de expertos publicd las siguientes recomendaciones:

e Crear una red europea de vigilancia epidemiolégica de infecciones por listeria
(Listernet) (Ia cual todavia no ha entrado en efecto)
e Objetivos de Listernet:

1
2.

5.

Detectar rapidamente |os brotes internacional es
Notificar y aportar informacion sobre los brotes nacionales (de un pais) o de
los brotes potencia mente internacionales

3. Colaborar en lainvestigacién de brotes internacionales
4,

Proporcionar los datos comparativos para monitorizar tendencias de
importancia internacional en: Incidencia de la listeriosis, caracteristicas de los
casos y caracteristicas de |os serotipos

Contribuir a la consolidacion de la vigilancia nacional de los paises
participantes

6. Contribuir aestimar lamortalidad y lamorbilidad de lalisteriosis
7.

Contribuir a la monitorizacion y evaluacion de las medidas preventivas y de
control y comparar las tendencias entre |os paises participantes

e Desarrollar una base de datos europea que utilice una definicién comin de caso, que
contenga unos datos minimos y que incluya resultados harmonizados por cultivo en
electroforesis en gel en campo pulsante (PFGE)

o Reforzar los sistemas nacionales de vigilancia y adaptarlos para su participacion
gradual en Listernet

e Latransmision de los perfiles de PFGE o latransmision de las cepas

e Focalizacion en lalisteriosis humana

e Componentes del proyecto Listernet:

1

2.
3.
4

Establecer procedimientos estandares de laboratorio para € serotipado y la
PFGE y una garantia de la calidad externa

Deteccion de brotes

Investigacion de brotes

Principios de colaboracion




5. Investigacion epidemiol 6gica de |la resistencia a antibi 6ticos
e Puestaen marchadel proyecto paralaUE
(deVak y cal., 2003)

Actualmente la notificacion de listeriosis humana es obligatoria en la mayoria de los Estados
Miembros (EMs), solamente en Bélgica, Espaiay Reino Unido la notificacion esta basada en
un sistema voluntario. Todavia no existe un sistema de vigilancia en Portugal. Los sistemas de
vigilancia de cada EM cubren a todo €l territorio nacional, excepto en el caso de Espafia, en
donde la cobertura estimada es del 25%. El diagndstico de listeriosis humana generamente se
hace a partir de cultivos de sangre, liquido cerebro-espinal o hisopados vaginales (EFSA,
2012).

En lo que respecta a los alimentos, Listeria es de notificacion obligatoria en Austria, Bélgica,
Estonia, Francia, Alemania, Hungria, Italia, Letonia, Paises Bagjos, Eslovaquia, ESlovenia 'y
Espafia, sin embargo otros EMs también registran datos. En Enero de 2006 entr6 en vigencia
el Reglamento (CE) No 2073/2005 de la Comision, del 15 de noviembre de 2005, relativo a
los criterios microbiolégicos aplicables a los productos alimenticios, € cua establece los
criterios sobre inocuidad alimentaria para L. monocytogenes en alimentos listos para €l
consumo. Lavigilancia en estos alimentos se hace en lamayoriade los EMs (EFSA, 2012).

El panorama en laregion

En Argentina, se han documentado numerosos abortos naturales por Listeria incluso mucho
antes de que se conociera su transmision por aimentos. Sin embargo, no se han descrito ni
brotes alimentarios ni casos esporéadicos de listeriosis en los que se haya identificado el
alimento, en los Ultimos 30 afios. La enfermedad no es de notificacion obligatoria (Michanie,
2004).

El Cbdigo Alimentario Argentino (C.A.A) exige en quesos de mediana, dtay muy ata
humedad ausencia de Listeria monocytogenes en 25g de muestra. En €l caso de |os productos
carnicos y afines el C.A.A exige ausencia de L. monocytogenes en 25g de muestra para las
salazones cocidas y crudas, asi como también para los chacinados embutidos secos y cocidos,
y los chacinados no embutidos cocidos. No estan considerados dentro de ésta exigencia los
chacinados embutidos frescos y |os chacinados no embutidos frescos (ANMAT, 2014).

En Brasil, no se describen brotes por L. monocytogenes, 1o que se ha atribuido a la
notificacion incompletay subdiagndstico de este agente en |os alimentos. Sin embargo se han
descrito varios casos de listeriosis pero ninguno relacionado con alimentos (de Souza, 2014).

Brasil cuenta con varias leyes que tratan los procesos de control de calidad para garantizar la
seguridad del producto. Dentro de éste marco legal encontramos la Resolucion — RDC n° 12,
de 2 de Enero de 2001 que aprueba € Reglamento Técnico sobre Patrones Microbiol 6gicos
para Alimentos; y la Instruccion Normativan® 9 de 9 de abril de 2009. La primera tiene como
objetivo regular todos los productos que necesitan la investigacion de Listeria, exigiendo la
ausenciade lamismaen 25 g o ml del producto. La segunda trata sobre los procedimientos de
control de L. monocytogenes en productos de origen animal prontos para e consumo, y tiene
como objetivo garantizar €l control y la seguridad de dichos productos y de la totalidad de
aimentos de origen animal que se ofrecen a la venta en condiciones para su consumo
inmediato y sin mas tratamiento (de Souza, 2014).
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En Chile solo a partir del afio 2008 ha habido informes de casos de listeriosis transmitida a
través de los aimentos, si bien ya habia sido diagnosticada su presencia en casos clinicos.
Esto se debe a que en ese afio e pais sufrid un grave brote de listeriosis por consumo de
guesos blandos, en dicho brote seidentificaron 119 casos y 5 muertes (Schobitz y col., 2009).

La escasa informacién sobre la prevalencia de este patdgeno a nivel de la industria de
alimentos en Chile se debe en parte a que la deteccidn en alimentos no estaba incluida en el
Reglamento Sanitario de Alimentos, solamente se controlaban los alimentos de exportacion
(Schébitz y col., 2009). Esta situacion cambia a partir de 2009 a través del decreto n° 63,
articulo 1° del Ministerio de Salud que modifica el Reglamento Sanitario de los Alimentos
incorporando muestreos de L. monocytogenes alos alimentos listos para el consumo (MinSal,
2009). La vigilancia epidemiol 6gica en Chile de esta patologia es de laboratorio, através del
Instituto de Salud Publica, no siendo obligatoria la notificacion de casos clinicos (Alcayaga y
Hott, 2008).

En nuestro pais la vigilancia epidemioldgica de las ETA se realizaba a través del Sistema
VETA (Sistema Naciona de Vigilancia Epidemioldgica de las ETA). El mismo era un
sistema de informacion simple, oportuno, continuo, de las enfermedades adquiridas por €l
consumo de alimentos y/o agua, que incluia la investigacion de los factores determinantes y
los agentes causales de la entidad, asi como e establecimiento del diagndstico de la situacion,
permitiendo la formulacion de estrategias de accion para la prevencion y control (Acuia y
col., 2002).

El Sistema VETA en Uruguay se inici6 en 1995 involucrando diferentes actores. Ministerio
de Salud Publica (MSP), Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, Universidad de la
Republica, a través de distintas Facultades: Medicina, Quimica, Agronomia, Veterinaria,
Ciencias; Laboratorio Tecnologico del Uruguay; Obras Sanitarias del Estado, responsable de
la prestacion del servicio de agua potable en toda la Republica y de acantarillado (en toda la
Republica, exceptuando Montevideo) (Acufia y col., 2002). Sin embargo, éste sistema no
registré ningln caso esporéadico o brote de listeriosis en nuestro territorio vinculado a los
alimentos, y actualmente se encuentra en desuso. La Unidad de Vigilancia en Salud Publica
(UVISAP) del MSP es quien lleva los registros sobre listeriosis en nuestro territorio, pero la
misma no cuenta con una base de datos de acceso publico a dichos registros.

Normativa existente en nuestro pais

La listeriosis en Uruguay esta contenida dentro del grupo A de enfermedades y eventos de
declaracion obligatoria del Codigo Nacional sobre Enfermedades y Eventos Sanitarios de
Notificacion Obligatoria. Este grupo esta conformado por una serie de enfermedades, dentro
de las cuaes encontramos a las enfermedades transmitidas por los alimentos, cuya
notificacion debe ser de forma inmediata en € dia por la via de comunicacién més répida
disponible (Uruguay, 2004). Dicha notificacion debera hacerse a la UVISAP, para lo cual
existe un protocolo a seguir en laGuia ETA del MSP (M SP, 2006).
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La normativa alimentaria uruguaya esta basada en el Reglamento Bromatol6gico Nacional
(R.B.N), Decreto N° 315/994 del 05/07/1994. Este documento originamente no hacia
referencia a L. monocytogenes en carnes y productos carnicos (Uruguay, 1994a).
Posteriormente el Decreto N° 588/08 del Poder Ejecutivo de 1 de diciembre de 2008, actualiza
el R.B.N modificando la normativa en materia de chacinados, determinando entre otros
puntos los parametros microbiol 6gicos donde incluye ausencia de L. monocytogenes en 25 g
de muestra parajamon cocido y paleta cocida (Uruguay, 1994b).

Actualmente los productos carnicos listos para € consumo estan regulados por la Norma
Reglamentaria N° 1/2013 del 8 de abril del 2013 del MGAP. La misma establece un programa
de control oficial para L. monocytogenes y Salmonella en alimentos carnicos prontos para
comer, y un programa de autocontrol de las empresas para L. monocytogenes en e medio
ambiente (Anexo A).

En materia exportaciones, €l Unico mercado que exige muestreos de L. monocytogenes es
Rusia. Los mismos deben hacerse de acuerdo al plan de muestreo recomendado por la ICMSF
(International Commission on Microbiological Specifications for Foods), descripto en la
Norma Reglamentaria N° 2/2012 del 29 de octubre de 2012 del MGAP (Anexo B).
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Conclusiones

De acuerdo a los datos recabados a lo largo de esta revision podemos concluir que estamos
frente a uno de los patégenos reemergentes mas importantes a nivel mundial: Listeria
monocytogenes, ya gque se encuentra distribuido en todo € mundo con graves consecuencias
como placentitis, meningoencefalitis, septicemia o incluso la muerte, siendo los neonatos,
ancianos y personas inmunocomprometidas |0s mas propensos.

Con la presencia confirmada de Listeria monocytogenes en alimentos en nuestro pais, y la
importancia de la carne y la industria carnica en nuestro medio, considero fundamental la
educacion en prevencion de los consumidores e industrias, ya que como hemos visto éste
patdgeno puede llegar a tener consecuencias muy graves tanto a nivel de la salud publica
como a nivel econdémico paralas empresas.

Visto las reglamentaciones y controles existentes en Uruguay y comparandolas con € resto
del mundo puedo concluir que todavia hay mucho trabajo por delante, sobre todo en materia
de epidemiologia, ya que no se cuenta con una base de datos establecida oficialmente sobre
ésta enfermedad, lo que llevaria a pensar que la misma est4 altamente subdiagnosticada en
nuestro medio.

Por lo tanto, considero de vital importancia continuar con la investigacion y difusiéon de ésta
temdtica tanto a nivel publico como académico, mejorar la vigilancia epidemioldgica y
enfatizar los controles y métodos de prevencion alo largo de toda la cadena carnica, ya que la
ocurrencia de un brote de ésta enfermedad perjudicaria gravemente la salud del consumidor y
laimagen de laindustriaen € Uruguay.
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Si por motivos comerciaes, aguno de los aimentos autorizados a elaborar en €
establecimiento no son producidos por un lapso de tiempo mayor a de una ronda,
debera dejarse registrada esta situacion en la IV O.

En todos los casos de obtenerse resultados no conformes enlas muestras oficiales se
procedera con la siguiente secuencia:

1. LalVO notificaraalaempresa el hallazgo.

2. La IVO retendra toda la mercaderia correspondiente a lote involucrado y
dispondra que la empresa inicie el procedimiento de “recall”, segin lo establecido
en el Manual de GMP.

3. LalVO suspenderéla produccion de lalineadel o delos alimentos involucrados.

4. LalVO notificardala empresa, quien debera redlizar lainvestigacion del origen de
la contaminacion, proponiendo las acciones correctivas que correspondan. Estas
acciones correctivas propuestas por la empresa serdn puestas en conocimiento de la
IVO.

5. Luego de implementadas |las acciones correctivas por parte de la empresa, serd
verificado su cumplimiento por partedelalVO.

6. Habiéndose cumplido con lo dispuesto en los numerales anteriores, se podra
autorizar €l reinicio de la produccion de lalinea respectiva.

7. Los adimentos producidos en esa linea, a partir de este momento, seran
muestreados por la IVO dentro de un plan de seguimiento. Este plan consistira
en muestrear por cinco dias consecutivos, todos los lotes elaborados en lalinea.

8. Todos los lotes de mercaderia producida y muestreada deberdn ser retenidos
hasta tanto se cuente con los resultados analiticos.

9. Si los resultados obtenidos son conformes, se liberarala mercaderia

10. Si en @ plan de seguimiento se obtuviera un resultado no conforme, se reiteraradn
las acciones, segin lo dispuesto en los numerales 1 a 8.

11. En casos de reiteracion de situaciones de no conformidad, la DIA podra tomar

otras acciones, pudiendo llegar a la suspension definitiva de la elaboracion de los
productos involucrados.
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ANEXO

DIRECCION GENERAL DE SERVICIOS GANADEROS

DIVISION INDUSTRIA ANIMAL

Norma Reglamentaria 2/ 2012
29 de octubre de 2012
MUESTREO PARA DETERMINACION DE L isteria monocytogenes EN CARNE

FRESCA CON DESTINO A LA EXPORTACION HACIA LA
FEDERACION RUSA.

Referencia

El plan de muestreo a aplicar para la determinacién de Listeria monocytogenes es €l
recomendado por la ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods), Caso 10.

Para e caso de Listeria monocytogenes, se aplica como documento de referencia
el SanPin 2.3.2 1078-01 de la Federacion Rusa.-

Alcance

El monitoreo del producto es considerado oficial, mientras que e monitoreo

ambiental es de autocontrol de la empresa y esta referido al medio en € cua se
desarrollan | as actividades de produccién del alimento.

Responsable del muestreo

La persona responsable del muestreo oficial del alimento sera un funcionario de la
Inspeccion Veterinaria Oficia (IVO), mientras que € responsable del muestreo
medio ambiental sera un funcionario de laempresa.

Plan de muestreo

Plan de dos (2), clases (ausencia— presencia).

n=5c=0
M=0en25¢g
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L ote

A los efectos de esta Norma Reglamentaria, se considera un LOTE a toda la carne que
pertenece a mismo embarque destinado ala exportacion haciala Federacion Rusa.

Extraccion delas muestras oficiales

Las cinco (5) muestras (n=5), seran extraidas en forma aseptica del lote definido.

Las cinco (5) muestras deberén ser extraidas de mercaderia de diferentes fechas
de produccion.

En aguellos casos en que € lote esté integrado por menos de cinco dias de produccién,
sera necesario repetir mas de unafecha.

L as muestras deberdn tomarse en el momento en que se define el lote a ser embarcado.

El volumen de cada una de las cinco muestras no debera ser menor a 70 g.

Extraccion delas muestras de autocontr ol

Los establecimientos deberdn tener un programa de autocontrol microbioldgico
aplicable al medio ambiente, para Listeria monocytogenes.

En el mismo deben ser consideradas todas las superficies, ya sea que tomen contacto o
no con el alimento, incluyendo agua, aire, operariosy su vestimenta.

El programa debe ser puesto en conocimiento de la IVO, para su verificacion, y los
resultados deberdn ser comunicados oportunamente a la IVO. El mencionado
programa debera detallar nimero de muestras, lugares de muestreo, frecuencia
de muestreo y plan de accién en caso de no conformidades.

Los resultados de este programa pueden ser usados para evauar € riesgo de
contaminacion del producto, parafijar unalinea de base que permita disefiar e plan de
muestreo e investigar fuentes de contaminacion. La empresa lo disefiara
zonificando las éreas del establecimiento, de acuerdo con €l riesgo y con las lineas de
proceso.

Todos los resultados obtenidos deben ser registrados en graficos de control para
analizar tendencias vy deben ser comunicados a la IVO.

67



Cuando se encuentren resultados no conformes, se activara €l plan de accion que ya haya
sido previsto por e establecimiento. Dependiendo de los halazgos, €l plan considerara
la investigacion por muestreos para identificar el origen de la contaminacion, aumentar la
frecuencia de muestreo sobre un cierto periodo de tiempo, revisién y cambio de los puntos de
muestreo, actividades de higiene y capacitacion del personal.

Preparacion de las muestras oficiales para su envio

Las muestras se colocaran en recipientes estériles (bolsas o frascos), con identificacion
indeleble, clara y Unica, a efectos de que no haya dudas en € momento de expedir €
certificado sanitario correspondiente.

Las muestras oficiales deberan ser enviadas a laboratorio, acompariadas por un documento
que las identifique, debiendo mantener una copia del mismo, en las oficinas de la 1VO,
hasta que sereciban los resultados de los andlisis correspondientes.

Registros

Los resultados de los andlisis de laboratorio de las muestras oficiales deberan archivarse en la
oficinade la Inspeccion Veterinaria Oficial, por un periodo de dos afios.
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