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Introduccion

INTRODUCCION

Listeria ‘monocylogenes- es el -agente causal’ de .la" listeriosis. una

tomatologia que ‘afecta al ser

periférica,

Bacterium’»ménpcytogen‘es (1)

En‘1927"Pirie sUgirié el nombre gehériéb de Listerella, ‘en honor de Sir -

Spencer Llster dlrector del” Instltuto de:ilnvestigacio Médicé»‘?"de -

Johanesburgo Sudafrlca como; recono

v‘nomb‘re de . Listeria monocytogé '

'El pnmer caso de |nfecc10n humana por este patogeno fue detectado

por Nyfeldt en 1929 Desde tal fecha la‘0nica espec:e del género a la




7 Introduccion

En el. caso de lé hsterlosns umana L‘ mono ytogenes actua como

’patogeno oportunlsta que afecta con mayor frecuencua a mu;eres

-~




Introduccion




Objetivos

OBJETIVOS *

'monocylogenes en ‘el ser humano subrayando su.

entldades clmlcas asociadas a’la’ Ilster105|

Senalar las’ ’p'rinCipales-' 'enférmed des'.l causadas por L.

|mportancia‘

climca y ep|dem|olog|ca

: Er’\umerarflos" diversos_ factores de virulencia de microorganismo

y descnblr sus espectlvos papeles en el origen:de’ Ias dlferenles ;

Ias di\'kersas

ntidades clinicas asociadas:a a-hstenosns humana

asi como las medudas en Ias que se basa la prevencnon de dlchas

patologlas




Caracteristicas Microbiologicas

R CARACTERiSTICAS MICROBIOLOGICAS
i. . Taxonomia

Si bien L. monocytogenes evidencia un gran. parecido‘?;rcon las

uando Ia taxonomia numenca
la propledades de su acndo nuclelco

un género »-dlstlnto ajeno a las- bactenas

'homologia de  la _secuencia

»kolngonucleotldlca a‘socuada a Ia protema 168 rRNA manlfestaron que

‘L/s!ena tlene, un - Iugar cerca de Brochothrlx y. ambos,’,]un‘to con




..:"Caracteristicas Microbiolégicas’

' Stabhqu't;b ‘oL

grupybv‘b Bacillus y: l,;Lactobaci//g)s/Sffépébcocqus, dentr

Closlr/d/ m / »s-'Ba:‘ci‘//us, en ddndt‘a"tg'd‘a

u“nrccj):"n’tenido G+C ‘mgn'drvde 50% mol (35). 7 -

Ademas, ‘Listeria contiene acidos teicoicos:y

 ocurre . tafilococos, estreptococos ctobaci

diferencia ‘de’ ellos; “sus ‘colonias ~evidencian: un brillo

ocho ".gé,r'uérbs. “Lactobacillus, V'Efyfstipélbthfik, Brochothrix, Listeria,

Kufthia, Caryophanon, Carnobacterium y Renibacterium (Tabla 1)(35).

Tabla 1. Propiedades que distinguen a los bacilos Gram positivos no
esporulados (41).

Rasgo Lister” Erysipe? Lactobac® | Corynebac
Hemodlisis B8 + - - +
Catalasa + - - +
Movilidad + - - -
Acido a partir
de:

* Glucosa + + + +
* Manitol - - + +
H.S - + - -
% G+C 37-39 36-40 32-53 51-60

CLAVES: a=Listeria monocytogenes; b=Erysipelothrix rhusiopathiae,
c=Laclobacillus sp; d=Corynebacterium sp



Bergey s Manual

De’ acUerdo, con él

I'S en un nuevo

a 'spla especie

ntes de productos
v'hﬁanifiésta
m "d,e largo,
ordes: redondeados.
mnérﬁbros que

:las - empalizadas

caracteristicas ‘de’ los bacilos diftérico 'y. difteroides.  No ‘obstante, en




. Caracteristicas Microbiolagicas -

cultivos viejos de 3'a 5 dias de antig

VIEjOS pueden manlfestarse como Gram negativos (75)

fii. Propiedades culturales

» Medios de cultivo

y',_icrece
abundantemente en agar-sangre o~en Ly su

aislamiento se pUede facilitar (:u'ando el |c£d éé mantiene a

4°C, durante algunos dias prevnos a:la inoculacion;: quuza debldo a que

ello provoca Ia Ilberacmn de los baCIlos |ntrace|u|ares (75).




detecc:on de L/sterla en el Iaboratorlo

Tabla 2. Agentes antimicrobianos mas utilizados para efectuar el

asilamiento de Listeria (4).

Agente

antimicrobiano mg/L Bacterias inhibidas
Gram positivas en general,
. . incluyendo a Lactobacillus
Acriflavina 5-25 bulgaricus y Streptococcus
thermophilus
Ceftazidima 50 Amplio espectro
Cicloheximida 50 Hongos y levaduras
. Gram negativas, excepto
Cloruro de litio 0.5 Pseudomonas
Moxalactam 20 Amplio espectro
Acido nalidixico 20-40 |Gram negativas, excepto

Pseudomonas y Proteus

Algunos de los medios utilizados para el aislamiento y deteccion de

Listeria monocytogenes se mencionan a continuacion (3, 68):

- Caldo soya trlptlcaselna con 0 6% de extracto de |evadura (CSTEL)

- Caldo de enrlquecnm‘lento (EB) pH =7.3.

- Medlo de

- Agar

'man‘itolr)'; e

Je levadura (ASTEL)

““ceftazidima esculina.

Caracteristicas‘Microbiologicas™ "




nriciuecido

,sobre todo cuando se le incuba

A _en atmosferas d 5 a 10 % de’ COz (6 41 75)

Es importante.considerar que los cultivos suelen permanecer viables y .

'virulentosfdurénte ~varios meses a Ié'terhperatura del Iaboratorio y por

‘vanos anos en agar-sangre a 4°C S|n embargo el mlcroorgamsmo no

‘se mantlene en medlos glucosados Y, aunque reSISte Ias exposncnones a

“.Caracteristicas Microbioldgicas .




‘Caracteristicas Microbiolégicas

56°C durante media hora, es sensible a los é’gehfes ,qq’lyrhi:c:ds

habituales (75).

= Caracteristicas macroscopicas
Estructura colonial

L. monocytogenes manifiesta diferentes tipos de c'::oloAriias‘.idé_ﬁerjidiendp

lugar -a ‘colonias:: .-

de la edad del cultivo; los cu’ltivos ijévene'-s'd‘ n

circulares lisas, de

ierta frecuencia se encuentran - -

lisis ‘devspué; de2a3 dias y.

opacas, .aparecen  grises 'y -

“traslucidas. siembra“ de-las muestras de laboratorio

origina’ colonias  que.difieren:de’las “S" por su mayor diametro, una




Caracteristicas Microbioldgicas

textura'r'nés.pronunciada; bordes:ligeramente ondulados y ia depresion ..

las  cuales. también . so

forman una:pelicula:ien:la superficieﬂ y:répidaménte generan:un frégii

sedlmento Ademas:de las formas predomlnantes de- crecimiento’ (“S" =

' “L"fyv ‘R") exlsten vanantes culturales que suelen denommarse formas

mtermedcas (30)

Crecimiento en medios de cultivo

Agar nutritivo; a las 24 horas y ha 37°C, las colonias hsas presentan

crecimiento moderado o pobre. Son cnrculares convexas o amorfas de
0.2 a 0.8 mlllmetros de dametro superfncne Ilsa que refleja

bordes completos y algunas veces transparentes amarillo:.grisaceas:

por. reflejo de Ia luz facnlmente emulsuflcables -son colomas parecndas a

gotas de rocno (75)




:Caracteristicas Microbiolégicas -

grisdceas .y opacas Observadas con Iupa bmocular y luz ob||cua

“(técnica de Henry, figura 14) presentan una coloracion azul verdosa En

fase R son 'mas nchas.:aplanadas y rugosas (75).

Agar-sangre Iugar a. pequefias colonias hemolltlcas grlses y en

aisladas; i pe ; " atenuarse o

su- movnlldad a 20 25 C L, monocytogenes puede:ser confundlda con'

‘un estreptococo hemoliuco (75) :

Agar - sangre — telurito de potasio; las colonias son negras'.‘ al igﬁélf,

‘que enla mayoria de las corinebacterias (75). oo

Agar selectivo y especifico para Listeria; las colonias VQUizéf

aparezcan como un verde olivo rodeado por un halo negro debido a’la::

hidroélisis de la esculina (75).




los rhedios'con cera de abejas incorporada, los medios con polimixina B

y medio de McBride (75).

Agar LMP (cloruro de litio feniletanol-monoxalam); fue desarfbllado
con una alta selectividad, pero no como un medio diferencial para ei.

aislamiento de especies de Listeria. Las colonias en Aga ‘son .’

examinadas bajo el microscopio de un sélo objetivo“(é'u n W15."‘z'-1k‘f-”
X25), con luz blanca en un angulo de 45° (iluminacién de'Henry, figura
14). L:as colonias de Listeria aparecen de color azdl, mientras que las

colonias de otras bacterias aparecen amarillo o naranja (63).

Agar Oxford o Agar Oxford modificado (Agar selectivo para
Listeria); contiene diferentes quimicos selectivos, que eliminan la
necesidad de examinar bajo luz oblicua. Las colonias de Listeria
aparecen negras, de 1 a 3 mm de diametro y estan rodeadas de un halo
negro después}de 24 a 48 h»c‘yivras‘ _dé’inc‘uba’é‘i‘cﬁn a 37°C; la formacién del

color —és’-debido,

formacién de compuestos de; hier




i Caracteristicas Microbiologicas

Agar PALCAM (pollmuxnna acnflavma LiCl" Ceftazndlma Escuhna

Manitol). las colomas:»'de aparecen gris—verdoso, de

aproximadamente 2 mm de dlametro y hundldo en el centro presentan
una coloracién negra la escullna el hlerro ferrlco el D - manitol y el

rojo de fenol contribuyen a la formacion de este color (63).

iv. Caracteristicas bioquimicas

Todas las especies del género Listeria producen catalasa, dan posmvas‘
las pruebas de rojo de metilo y la reaccién de Voges—Proskauer son B
indol y oxidasa negativas, H2S negativo, no hidrolizan la urea no"

reducen los- nitratos ni licban la gelatina. Dos espemes‘son'cla(amente

B-hemoliticas .en..agarsangre: L. monocytogenes y L. ivanovii,

cafa¢ge‘ stica que:s a \relacionado con su patogenicidad. La tabla 3

‘La pruebade 1) v_co‘nsidyerad‘a entre las mas importantes para

confirmarla presencia'de las especies patdgenas. La interpretacién de
“esta‘prueba‘es’la siguiente: en placas de agar sangre, la hemolisis de

L; monocylogenesly:.L. seeligeri se agudiza cerca de la- estria de

Staphyldcochs auréus en tanto que, la de L. Ivanovii, aumenta en el

are cercana a Ia estria de Rhodococcus equi,. Las especies restantes

no'se manlflestan como hemolmcas en esta prueba (4).




Caracteristicas Microbioldgicas

Tabla 3. Identificacion bioquimica y caracterizacion diferencial del
género Listeria (35).

Prueba 1 2 3 4 5 6 7
Hemolisis B +¢ +¢ - - + - -
CAMP (S. aureus) + - - - + - -
CAMP (R.. equi) - + - - - - -

Acido de:

Manitol - - - - - + +

a-metil-D-mandsido + - + + - ND ND
l.-Ramnosa + - d d - - d

Almidén soluble - - - ND ND + +

D-xilosa - + - + + - -

Hidroélisis del hipurato + + + ND ND - -

Reduccidén de nitrato - - - ND ND - +

Patogenicidad en + + - - - - -

ratones

CLAVES: 1 = L. monocyltogenes; 2 = L. lvanovii; 3 = L. Innocua; 4 = L. welshimeri,
= L. seeligeri, 6 = L. grayi; 7 = L. murrayi; ND = no determinado; d = pocas cepas
son negativas; ¢ = presenta una zona amplia de hemélisis o multiples zonas.

L. monocytogenes fermenta los hldratos de carbono producuendog

prmcnpalmente acado lactico y sin formacnon de jas tabla' 3) ademas~

otras famlllas Gram positivas (4):

16




Caracteristicas Microbiologicas

V. “ Estructura antigénica

dnobytogenes es movil, posee antigenos flagelares (H),
yueden ser- - termolabiles y somaticos (O) termoestables, "
an igénicas que han’permitido separar a las cepas en

serotipos,-serovars o grupos seroldgicos (consultar la tabla 4).

Tabla 4. Serotipos de L. monocytogenes (64).

Serotipos . .
(Seelinger-Do':iker-Voet) Antigeno O Antigeno H

1/2a 1.2 y (3) ab
1/2b 1,2y (3) abc
1/2¢c 1,2 y (3) bd
3a 2,(3). 4 ab
3b 2,(3). 4 abc
3c 2, (3). 4 bd
4a 3),(5). 7.9 abc
4ab (3).5.6.7.9 abc
4b (3).5.6 abc
4c (3),5.7 abc
4d (3).(5),6,8 abc
4e - (3),5.6.(8).(9) abc

7 : (3),12,13 abc

{ ) = Antigeno irregulé;mente presente

El esquehﬁai‘dé Seelinger/Donker-Voet es cominmente muy aceptado e

indluye 16's ’é‘;a el género Listeria, definidos por 15 antigenos

somaticos ' (O) igeh:o's’,,flagelkare‘s (H). L. monocytogenes presenta

mparte .con L. innocua, . L.

mbargo,’ es




conveniente consignar qtie ‘el 90’ %:de los aislamientos clinicos de L. "

monoéytogenes correspbnde a solo 3 serotibos: 1'/28.71/2b'. y 4b.

Tabla 5. Serotipos de algunas especies de Listeria (4).

Especie Serotipos
1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7

L. monocytogenes

L. innocua 3, 6a, 6b, 6ab, U/S
L.ivanovii 5

. . 1/2a, 1/2b, 1/2c,4b, 4c, 4d,
L. seeligeri 6b, U/S*

L.welshimeri 1/2a, 4c, 6a, 6b, U/S




“.inclusive com meningoencefalitis

predominantemente en los’ ndwuduosIqu,e,,expérlnive”ntan"depr‘esmn_devla L

medicamento

: Hurﬁé'nosf“qie EUA mostré.que:L.:monocytogenes:provoca

lmpofténcia Clinica

Il. IMPORTANCIA CLiNICA

La afinidad de L. monocytogenes por.el s‘i;s‘térﬁ'é: ne‘rvAio:éAb ‘c“e'_nytr‘ali(SNC':)\:

conduce a -la . presencia - de. severas. enfermedades’ en’

inmunocomprometidos;:con’una:imj

:las personas mas. afectadas.:

las'.que padecen del sindrome. de

~“'cancer, diabetes-

drogadiccion’o alcoholism

esde. luego, los. pacientes:que’ reciben

Uni .estudio realizad

nualmente

2,500 cvé‘s‘o,s dekepf‘érmedades graves'y 500 defunciones(54). - -




Importancia Clinica -




Importancia’ Clinica . “-

utanea puede o no_relacionarse con

previas ‘bacterier ' “:tanto - los [, veterinarios:, como iquienes. -

laboran en lo




- Importancia Clinica.

mcluyen a los sngunentes a) Ia susceptlblhdad del |nd|wduo b).la acudezf_"" v

'gastrlca (el mlcroorganlsmo no es destrund ‘en el estomago’ uando elb

pH es mayor que. eI normal); c) el: tamano‘del inéculo;: Yy d):los factores 3

de V|rulem:|a del microorganismo (44 63)

Epidemiologia

EIIo comprueba la muy

extenéa':distrib[xcién’ e’ monocytogehes eﬁ la naturaleza (41).

Al parecer esta féspe»cieﬁ -‘ba:t::tevriaria es una saprofita cuyo habitat

principal es Ia tierra y la materia vegetal en descomposicién, elementos

22




Importancia Clinica

principalés"f'reservorios; ademés, el

23




Importancia Clinica -

Diagrama 1. Posibles rutas de transmision de Ln';":l‘ﬁondcybtbgen'és 'é"h‘ufn‘anb‘s (4,35) :

ANIMAL
Enfermedad/
Colonizacién

intestinal -

A

Secreciones y excreciones

de los animales '

» Heces, secreciones uterinas y

vaginales, placenta.

MEDIOAMBIENTE
Tierra-Agua

A 4

Vegetales

(col, plantas, |«
forraje), aguas
residuales

PRODUCTOS ANIMALES
» Leche, carne, productos

HUMANOS
Enfermedad/
Colonizacién

intestinal

Fetos e
Infantes

4

lacteos




tabla By (a1). -

(5]
w




Importancia Clinica

Tabla 6. Brotes 1980-1999 debidos a Listeria monocytogenes (1).

Ano(s) | Localizacion No. de Casos Tasa de Fuente (s)
casos | perinatales (%) ] mortalidad (%)
Provincias
1980-1981 maritimas 41 83 34 Ensalada
Nueva Leche
1983 Inglaterra 49 14 28 pasteurizada
1983-1984 | Switzerland 57 9 32 Queso blando
1985 |Oeste de EUA| 142 65 34 Queso estilo
mexicano
1986-1987 | Pennsylvania 36 -1 44 Desconocido
1989 Connecticut 10 20 10 Camaron
1992 Francia 38 82 32 Carne de cerdo
1993 ltalia 39 Ensalada de
arroz
- Leche con
1994 lllinois 45 chocolate
1997 ltalia 1566 Ensalada de
maiz
1998-1999 EUA 101 12 21 Hot dogs, carne
de fiambreria
1999 Francia 32 28 31 Lengua de cerdo




‘Importancia Clinica: -

aquel ‘entonces’ fueron’

, indlces de 4.8 %. Aparentemente la’




.~'lr"nportancia Clinica

xcreciéh’e'n=Iavs'pé’rson’as recuplera'da"s«se extiende por

duracion’ de la

otros 30 dias (51)

-la"verdadera incidencia de

lificultad que representa el aislamiento del .-

a mate{lé fe'cal (51).

i6n listeriana 'sean mayores de las




La

llega a sorprende|

pero .es probable

manera; la frecuencia’de esta e




Importancia Clinica

6s‘ r,infanteis1 (10 casos por cada

predominando m{ayorltanamente en Ios varones. Las

! Inclusive, en una guarderia se de(eclo ‘que! el foco’infeccioso’se Iocatlzaba en el aceite
mineral que se empleaba para baﬁar a Ios neonatos era Ia fuenle de conlammacmn




Importancia Clinica

frecuente que la primera.y;.en los.adultos sanos;:ambas’serelacionaron

con ‘mu’yit»)aja"mortélidad',(51r

las'“infecciones :poriListeria también’ se. han: venido

present‘ai'ridbf'"’c_!e“n_trc)”' de ‘los " hospitales; 'sinique  se’ haya logrado
establecer la fuente de contagio; de hecho; el ‘comun entre las personas

afectadés es la inmunosupresié‘nr (1';"27‘,' 5‘])

infecciones

En tal contexto, mas.d

31




Importancia Clinica

Tabla 7. Principales sinvdromes'debi‘dos a Listeria monocytogenes (51).

Sindrome clinico S : Hospedero/enfermedad

Mujeres embarazadas/enfermedad

febril a enfermedad severa

Neonato, infeccién intrautero/grave

enfermedad temprana

Neonato o adulto/enfermedad

moderada a severa

d. Meningoencefalitis, cerebritis, |[Neonato o adulto/enfermedad
romboencefalitis moderada a severa

Adulto o nifno/por contacto directo o

bacteriemia.

a. Infecciones en el embarazo

b. Granulomatosis infantiséptica

c. Septicemia

e. Infecciones focales

(*)= Incluye infecciones cutaneas, oculares, endocarditis, ostiomielistis, absesos
cerebrales y hepaticos, peritonitis, gastroenteritis febril y hepatitis.

4. Enfermedad ' e

Meningitis y encefalitis - s - 1. Entrada
Seplicemia el :
2. Invasidén
4* 3. Diseminacién
5. Salida
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hacen

madres

‘generallzadas (en ‘g neral de tlpo pseudognpal m\é‘_s’ .'réréf"yész bajo
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Importancia.Clinica:: -

forma de memngltls aguda y‘excepcmnalmente con septlcem|a) e

|nfeccnones maparentes que tamblen desencadenan' mfeccnon del feto

(75).

b. Granulomatosis infantiséptica
En 'los neonatos, L monocytogenes es causa de seps:s en 2

modalidad_es’ clinicas blenv,deflmdas Ia pnmera tlene un: perlodo de,




‘importancia Clinica

tipo petequial:y. maculo-papulo-vesiculosa,.y:a veces muestra:nodulos’

u e urante. la bacteremia,la

infeccion también. logre:alcanzar.meninges y‘cerébro' (diagrama2) (41).'

d. 'Meningoencefalitis, cerebritis' y romboencefalitis

El papel.

mejor.conocido; ‘e inclusive, en los ultimos afos este microorganismo




‘Importancia:Clinica -

infeccion:: por:

inflamacién meningea (42).:

monocytogenes:y.‘que -usualmente- coexiste conla*

romboencefalitis;

aracteristica de’la




sta 55% en quiene

ocurre en’cualquier meningitis ‘infeccio:

rtado formas atenuadas ' (ganglionares u oculares)

tes (75).

Cerebritis 'y romboencefalitis. La infla’_m"aygibénv'dbél ckeyre_kb'fo;d;eb,id' ala -

infeccnonf(cerebritis). puede evolucioqar;a un ”a‘b"sc:eso .cerebral,:que:

tiende 'a crecer de forma progresiva, por lo que el tratamiento debe ser -

37




‘inmunoco

‘elevada (diagrama 2) (51).

e. -Infecciones focales

Las mfecclones cutaneas debidas: ‘a L: vmonocytogenesi— parecen

relacno\arse mas frecuentemente ‘con




" Importancia Clinica -

conjuntivitis purulentas’: por.lo.que:el microorganismo puede:aislarse-a -

partir del'material purulento (75).

La péritqni ana e pontanea . (PBE)"; cbffés’hbhdék a una v

complicacién:infecc g _ onocytogenes. que afecta a los

inmunocomprometidos’ique’ presentan ~enfermedades

.subyacentes (12).




importancia Clinica

Diagrama 2. Patogenia de la infeccion por Listeria monocytogenes

Ingestion de Alimentos, .
Contaminados (de origen--| "= .

. Infeccion * Aborto
animal, o vegetal) . intradtero * Nacimiento de
. HIEE 3] un nifio muerto
A 2 PRI | * Granulomatosis
Adultos ] Mujer infantiséptica
inmunosuprimidos -+ | Embarazada

e R * Septicemia
RS KA * Listeriosis

‘ : Infeccion durante| meningea
S— A v B o después del | * Infecciones
D|§em|naCIQn del : ' i parto cutaneas y oculares
microorganismo Infecciones™ :"*| -~ [nfeccién
Localizadas - |- |- generalizada -
: e \amimitie o de tipe”
* Vaginitis LR RS e

B y . ‘ * Cistitis - seudogripal
X Por via : * Pielonefritis
- hematdgena

Meningoen‘c,efalitis ;

— ‘; * Veterinarios
Septicemia . Infecciones Cont * Trabajadores de
Rhomboencefaliis . | - P cutaneas y [« (?n a::to los mataderos
— - — oculares irecto * Personal de
. : laboratorio
Infecciones -
focales i ‘ Linfadenitis, endocarditis, artritis,
ol Osteomielitis, absceso cerebral, absceso
intraabdominal, endoftalmitis, infeccion
5 cutanea e infeccion pleuropulmonar




“opiniones estan basados en fracasos terapéuticos y otros datos clinicos’

sin sustento microbiolégico (14, 42).

Importancia Clinica

fs'ps’c'-e‘ptyviblel ‘ “multiples

- los - antibidticos “es muy‘ ocasional, -

oco activas'porque no se unen eficazmente

al:deilos’antibiéticos _bke‘tlal:actév‘micos en L

‘subrayan la: resistencia ‘del:microorganisi

De hecho, los farmacos utilizados. mas”frecuentemente para tratar la

listeriosis: son las penicilinas.‘y _la:ampicilina, a pesar de que L.

monocytogenes muestra cierto ‘grado de tolerancia a la accion

bactericida de las.primeras: las concentraciones minimas inhibitorias

41
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tabla 8) (34 42 69)




mportancia Clinica”

En- las: situaciones:clihicas: m. omunes;:’ onocytogenes:.

.comporta

Dado. que.

: ‘hur'navhnéks no;se:han epo‘rta'do\estudios_p:rospectivos y controlados que

_paciente (42, 69).
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Tabla 8. Diagnéstico diferencial y tratamiento de las infecciones ocasionadas por L. monocytogenes (51)

tt+

Tratamiento
Sindrome clinico Diagnéstico diferencial Primera Segunda
eleccion eleccion
Infecciones en el :I;ifelf:nnezf?itis ampicilinao | TMP-SMX,
embarazo -Aborto séptico penicilina eritromicina
-Sepsis neonatal
. |-Meningitis neonatal debida a .
Granulomatosis | cijog entéricos o Streptococcus | amPicilinay | TMP-SMX,
infantiséptica del grupo B gentamicina eritromicina
-Sepsis de origen desconocido,
L debida a una gran variedad de| ampicilina o TMP-SMX,
Septicemia microorganismos penicilina eritromicina
-Encefalopatia metabolica ampicilina o ,
-Enfermedad psiquiatrica epnicilina :
tInfeccion debida a Streptococcus opsiblementn TMP-SMX,
Meningoencefalitis pneumonie, Haemophilus P con ~ | eritromicina
g influenzae, Neisseria meningitidis - ~ylo
gentamicina .
cloranfenicol
:égaeosro cerebral ampicilinao | TMP-SMX,
Cerebritis -Maque de apoplejia penicilina eritromicina
Infecciones Varia segun la region anatomica ampicilina o e;l;tl\r/IOP‘;IiScl;/:]);.
Focales penicilina ina y
lo tetraciclina
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pro|ongados/(69)

iv. - Prevencion

L rrfoyri'qéy genes ,ncu ntra muy ampllamente "dlstnbunda en ‘Ié

la

prevencién. y control corresponden a

pueden reducnr el rlesgoide I|ster|osns (41)
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Los vpryithlpIOS‘GSDECffICOS incluyen

« Evitar la’contaminacion cruzada

R Ante sd e pre

limpiar. lo estinados apicar.y preparar los .

tensilio para cada alimento.

alimentarias.
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«'Destruir las bacterias'potencialmente daninas:

lacteos preparados ‘a

p'akrti‘i" de aquéila.

Es ‘p’reciso avarse.las manos'y; limpiar. perfectamente Ios utensnhos de

cocuna y Ias tablas ‘yiotras: superflctes asocnados a Ia preparacnon ¥

manejo de los allmentos crudos. v
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.’ Factores de virulencia

Il. FACTORES DE VIRULENCIA

L. monocytogenes se caracteriza.porisu apacidad ;.bara‘penetfarf;en'

una amplia variedad de tipos celulares, tanto’ en vivo.como:in vilro, 1o’

“la entrada de este

en el caso de los-

48




" Factores dé virulencia".

sin exponerse “a

leucocitos polimorfonuclea

iii. -" - Desplazamiento intracitoplasmico

Hiv. Diseminacion célula a célula.

49




:Factores de’virulencia .

"Figura 2. Ciclo infectivo de’L.'monocytogeries (36

Lisis de' las dos
membranas de
<. 1a' vacuola
o Lecitinasa

. Eﬂrada :
oo irternalimadinl
: NI B

.av

Lisisdela. "
vacuola
Listeriolisina 0
LLO(PI-PLE)

Movimiento Expansién
Intracelutar -~ At cglula-Célula

Figura 3. Pasos sucesivos en el proceso infectivo de L. monocytogenes
(@n. T h
V ,.-v—--.\!,v.. S~
I

Ertrada a la célula \
)
{
!

© irdermaling fhatd) »

3 | !
\o A Wi

Lisis de la vacuola y
_divisién intracelular
LLO &y
FI-PLC {pledl

Polimerizacidn de
. actina y movimiento
imtracelular

Rota ] gacta)

Propagacidn
célula 3 ¢cdlula
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Factores de virulencia

La ,‘infec'c'ién p'or g monocytogenes involucra’ 'Ié"f i'nter'n'alizaciénf

‘bacterlana en ce!ulas fagociticas y no fagocmcas destacando ventre o

estas ultlmas Ias del eplteho intestinal y los hepatocntos“(36)

(22).

Mecanismo "TRIGGER" Mecanismo "ZIPPER"

Salmonella typhimurium Listeria monocytogenes




“.Factores de viruleéncia .

crmcas en el proceso |nfect|vo son Ios macrofagos y los hepatocntos

(21, 25).

Proteinas bacterianas que participan en la internalizacion
Las internalinas A y B y otros miembros de la familia Inl. La entrada
de L. monocytogenes a las células epiteliales se ha estudxado

ampliamente, lo que ha permitido la identificacion de la lnIA protelna_".

de 80 kDa, necesana para Ia entrada en celulas-del epltello ntestmal‘

de humanos Ime_a /Cacof2'

‘hepatocitos, tanto in vitro




.“: Factores de.virulencia -

_por enlace nte, via el residuo de treonina (consultar la

: figVUr‘a:»5‘).‘ E‘sﬁtevt;po de regién C-terminal es encontrada en mas del

W
w




Factores de virulencia'

Por su parte i

: caracterlstucas(16 '33;:62

" positivas

las ‘bacterias : Gram-: "

la;estructura: prlmarla de Ia,InIB presenta las s:guuentes

peticiones en

tand e a mpezando con la

‘similares se

superficie -

"dev L.
lamada Am| y.-en la

Ilsostaflna secretada por ‘Staphylococcus:simulans'y: asocnada a Ia

pared celularide Staphy/ococcus aureus
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Factores de virulencia™ = -

Fvigﬁ’r’fa '5;;VDo'mir‘1i_os funcionales de InlA e InIB (36).

LRR IR BR  (pr1GD

(n = 13] (n=3) i
Peptido Regién
sefal anclada

In1B (630 aa)

Proteina p60. Esta proteina de 60 kDa s'e} tlocaii;bav “'Ikajislu‘é‘rf'ij(;:ie
bacteriana y resulta esencial para el cré‘éi:&ient :
invasion intestinal por. L. mo,noc‘:yb.g
hidrolasa, - transcrita iride"pe“r'krvali
vnrulenma prfA presente en:todas:las cepa
para p60 se ve afectado

son’ f||amentosas y manlflestan un

invadir a las céluias hospederas(36."66 80)

CIpC ATPasa. Esta pertenece a. |

kDa, de shock térmico,

microorganismos proca

e
o
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“favoreciendo la‘invasion de los hepatocitos in vivo, junto con InlA; InIB -

y ActA (65).

Vlas de internalizacion de L. monocytogenes

Ingreso mediado por InlA. Tal como se menciono anterlormente‘ L.
monocytogenes puede entrar en las células epltellales .‘de mamiferos
por al menos dos vias, una de las cuales mvolucra al r ce to de nIA y‘ :

la caderma E. Esta corresponde'a una ghc

';bactenano mediado:por:IniATocurre:fundamentalmente ‘a través de a

'cara basolateral de Ias celulas epltellales(16 22 36)
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Factores de virulencia .

as: LRRs de la InlA Ias cuales reacclonan

proteinas (consultar la figura 6)(16, 22, 36.‘55)‘.'

Internalizacion mediada por IniB. Otra forma medlante la: cual Lo

monocytogenes puede ingresar a las celulas eucar‘ nte

via InIB/gC1qg-R; de hecho, la entrada de esta;bacge_ri{ ‘a l'a‘”mralyASr»iavd'é )

las lineas celulares no es promovida por la InlA; sino precisamente por

la InIB (7).
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El fece‘bt‘cif'ngq’-R; también llamado p32 cO’fréSandé. ypa‘?pr:dteina _ -

iginalmente_'se: le’identificaba -

diversos trabajos’se ha ¢




Factores'de virulencia

fosfatidilinositol 3,4-difosfato (PIP2) y de fosfatidilinositol 3,4.5-trifosfato

‘(‘P‘I P3 ) :1("116':)._

110 ‘controlan varios procesos

incluido’ el crecimiento




Factores de virulencia -~

Flgura 6 Vlas de entrada de L. monocytogenes a. las células del‘
- E hospedero ).

Emtrada mediada T Bntrada mediada
por InlA por InlB

a

piiei

£ o
)
Intemalina/inlA lnlB

Caderina-E —_ lgClq R
IRYTTTRIVRVTEA (VTR 1R 1] I-"'lu 1L
2a% “’

Rom]

--—-— 3 Cinasa PI

Reestructuracidn
del citi:esqueleto

Captacién de Listeria

ii. Escape del fagosoma y desarrollo intracelular

Una vez que L. monocytogenes ha ingresado a la célula hospedera,
lleva a cabo la lisis de la membrana vacuolar' probablemente el

prmcnpal factor mvolucrado en. dlcho evento corresponde a una potente

toxlna formadora de poros la Ilsterlollsma

(LLO) a.cual promueve el .
escape Tde_l‘ micr :

(24).

Sin embargo ,ot

'fosfollpasa C fosfatldllmosutol e_npecif“ a _PI» PLC) la CipC A:TP"asé’ -un
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oncreta. |a. lisis del fagosoma o el

microorganismo ingresa’rapidamente al citosol, en donde se multiplica-

accion compartido:-se enlazan'al colesterol de’ la;membrana celular e

insertan-y. oligomerizan.entre-20-80 monomeros, los cuales inducen la )

fon"naci‘c'nrnkde'l:p;dlfo‘(271:' 25),
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famblente acndo que se onglna ipor

- basxco o neutro,:lo cual's
membrana celula ;

(21, 60 88)

de colesterol Io_ cyual es revertible al agregarse agentes reductores. A

'diferenma detotr:a's citolisinas, la LLO presenta una actividad maxima a

pH 5 y-es: mactnva a pH 7 ello resulta partlcularmente lmportante en el

muy baja actnvndad de Ia LLO a pH

raduc enrescas.os be‘fectos daﬁmos sobre la

Ia fuszon fagosoma I|sosoma'

ando' |la bacteria:se ‘encuentra libre en el citosol




_Factores'de virulencia .+, "

La 1nact|vuda

N con ello la:LLO representa un clasico factor multlfunmonal (16 78).

fFosfolipasaic'.f_osfatidilinositol-especifica (P1-PLC). A diferencia del:

V'm’eé:é‘m'_sm'c;)‘,.liﬁ_ﬂ'cé utilizado por la LLO, la PI-PLC afecta




“Factores de'virulencia

doble-membrana 'y su_ actividad catalitica es requerida en’ t"ov:q:a's:‘las_

funciones k,intr"aCélt'JIaf_es de L. monocytogenes (5, 81, 84).

ifi. Desplazamiento intracitoplasmico

La fagocitosis inducida, el escape del fagosorh'a y

intracelular representan pasos esenciales para.que ocurra’la invasion

individual : de'Zlas: células, . aunque : no ;son. suficientes

monocytogenes : pueda: extender: su:; crecimient




Factores de'virulencia . .

" Movilidad “bacteriana basada en actina. ‘Un. rinp,é‘rtar’)'yiéff‘é tor de -

: virulencia de L. monocytogenes reside en su capacidad para utilizar.los

) ‘Iocomomon ha l’eCIbldO gran atencnon ‘de la'comunidad’cientifica’ debido :

a su snmllnud con dlferentes eventos celulare

alesi’como:la mlgracnon"

; de Ios neutrofllos hacia - los sitios” de:infeccionio;la metéstasnsv de Ias )

celulas cancerlgena

‘,‘Ve'loéida"d del’microorganismo alcanza aproximadamente 0.05 a 0.3

umiseq (43,46, 71).

Es d'eci}r._.j‘lbés colas propulsoras estan constituidas por pequefos

flamentos de 0.2 um, integrados por 73 monémeros de . actina
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incorpora

reciente’

AB

sl de
: el A

(A) . Estructura . de un
monomero-de actina - con
sus sitios de unién a Ca®"
y ATP.

uMmon
[

{(B) ~ Polimero o filamento
de actina,. formado . por

37 e NUMErosos monomeros
ensamblados en una
doble espiral

87 ~m

ActA. Esta es una proteina: superficial qe,90.kDa.",¢o‘nstithida por 6”1‘0v R

aminoacidos, 'la: cual:resulta. necesariay
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'ho“s‘p‘eder.a,f

pri»r_‘rjlye‘ra (Ty-e

1
i
;

velocidad de’polimerizacion’de |la actina

= . El -dominio. C-terminal _hidrofébico" (de 396 /a° 610: aminoacidos),
c‘onAeIi’cual la actina se fija a la superficie. bacteriana, pero no se

asocia a la funcion de la Actk‘/'\‘(‘cons‘ultaf figura 8).

Figura 8. Representacion esquematica de la proteina ActA (16)

Peptido Repeticiones #aclaje 3 la
sefial ricas en prolina membrana
T S 610
acta [l [111] Bl

25%
identidad

22

L
identidad

638
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terminal (q

“c¢omo vincul

la primera’establec

uno-de actina'y:que, gracias.a eilo,

monoémeros actinicos estimula el proceso de polimerizacion! la’segunda

.69
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encuentra en altas concentracmnes en uno de los polos de la bacterla y

en muy escasa proporcmn en la zona opuesta sntuacnon que esta

estrechamente relacnonada con la dueccnon del movnmlento (9 32, 86).

Factores celulares implicados en la movilidad basada en actina.
Para promover {a movilidad, la ActA se asocia a multiples proteinas del
citoesqueleto hospedero (tabla 9), entre las cuales destacan la

fosfoproteina estlmuladora de Ia vasodulatacnon (VASP) y la profilina,

dinamicas de reesirﬁctﬂréqién de la'actina (47, 87).
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“primér_ ligando.

. ademas’de unirse eficazmente‘a esta |

de actina (Figura 10) (29, 85,°90).
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Tabla 9. Proteinas celulares involucradas .en la movilidad de Listeria

monocytogenes basada en actina (22).

Proteina Localizacion
a-actinina Cola de actina
Tropomyosina Cola de actina
Fimbrina/plastina Cola de actina
Profilina Base de la cola de actina
Vinculina Cola de actina
Talina Cola de actina
Villina Cola de actina
Gelsolina Cola de actina
Ezrin (radixin) Cola de actina
VASP Base de la cola de actina
Complejo Arp2/Arp3 Base y a lo largo de
cola de actina
Cofilina Cola de actina
CapZ Cola de actina
Coronina Cola de actina
Rac Cola de actina

Figura 9. Proteinas del citoesqueleto que se unen especificamente a
filamentos y mon6émeros de actina (56).

(seavenng) ."’ .
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- Factores de virulencia
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subunidades:  este complejoise

bacteriana y a lo largo de la

Logicamente, la continuidadde'ila olimerizacién durante el movimiento

lai.actina sea
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e pequefas proteinas  que

ofilina presentan  secuencias - 70%

loiqt ugiere ‘que ello

participa:enla regulaci6n de la despolimerizacion de la ‘actina celuiar
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Flgura 10 Modelo del recnclaje de actlna por las

: (61).
( ' .A.DPK ADP\}D?_{A.D\' PEtPP\w?P

% - ADFfCotiina | :
| v~ = - Profiling S
G . E A
*OF — T aop m’
ROF N : \ S

N,
— AYP ADP

Adicionalr‘nente.—‘—

~la>_."av-actbinina hospedera es

proteinas ADF/cofilina
La actina unida al ATP, es inducida

"a’la polimerizacion por el complejo

Arp2/Arp3. El ATP es hidrolizado y
el fosfato es lentamente liberado.
La subunidad resultante contiene
ADP y liene una débil interaccion
con las subunidades que contienen
ATP. Esta subunidad ahora esia
disponible para la familia de
proteinas ADF/Cofilina, que
despolimerizan (a subunidad de
actina, una vez realizado esto, se
disocian de la actina. La actina libre
intercambia ADP por ATP,
catalizado por la profilina. Entonces
la Actina unida al ATP es
repolimerizada o secuestrada para
un uso posterior.

regulatoria, ya que

interconecta’a los filamentos’ de actina (actina-F), ademas de intervenir.

en la formacion de

en la flgura 11

ilbpodo y la cola de actina (Figura:9) (22)".

Figura 11. Modelo del ensamblaje de la actina inducido por L/sterla 2

monocytogenes (16).
Proteina
Capping

Cofilina

ce-3CtiNiNg o
fimbrina

L moroc opeses

,.;p 9,.'3 Proﬂllna

™y ATP-£¢ting
& ADP-2ctina
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iv. Diseminacion célula a célula

L.a ActA representa un factor determinante en Ia patogénesxs de L

monocytogenes ya que- también facnma la propagacu n bacterlana .




‘“Factores ‘de virulencia::

Ademas, dado.

permanezcan

Fugura 12 Proceso de pollmenzamon y despolnmerlzacmn de la’ actma g

~ fenémeno sustenta la expansion del citoplasma para formar
pseudoépodos (56).

fosfatidil-inosiol
f\/!

monomero

de actna

profilina

gelsohina
macllva

gelsolina
active

77
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las tres enzimas mencnonadas‘sei,

consnderan lmportantes participantes en el proceso de propagamon'

’celula a célula (25).

Fosfolipasa C fosfatidilcolina-especifica (PC-PLC). La PC PLC o

lecitinasa es una exoproteina, codificada por el gen. p/cB qu

en su’v

forma activa, provoca la lisis de la vacuola de doble. membrana viaila :

igar:a. una 'gran “: 'variedad de

, eSfingdfﬁle ina, fosfatidilserina, fosfatidiletano

78



Factores'de virulencia:

¢on‘qc;|c_ia ‘.como ‘metaloproteasa:(Mpl)

qué‘,"",yl‘é"‘segqnda

célula ‘hospedera!” De’: cualquier. maner

la' virulencia: ' de- . L.
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pic8

N

. elLpLe ) Listeriolisina “Lecitinasa
RV (X)) : .

-+ . inlA L s
=

internalinaA - Interpalina B
(In1A) (nIB)
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y tejldo feta

Diagnéstico de laboratorio

V. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
i. Diagnostico directo

a) Recoleccion, transporte y almacenamiento ‘de las muestras

clinicas

L. monocytogenes se aisla fécilmente,a"fpar' ‘de: muestras clinicas

provementes de reglones anatomlcas nor ain nte esteriles, tales

llquldo cefalorraquud o LCR)‘ uido amnidtico, placenta

como sang re

ichos especimenes eben remitirse al taboratorio y ser

en s’u defecto, conservarse

es_trés_de material fecal

- sobrecrecnmlento de la mlcroflora acompanante (63)

b) Aislamiento y cultivo

Aislamiento a partir de muestras procedentes de sitios normalmente
estériles

Esta clase de especimenes pueden inocularse directamente en medios
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Diagnostico de laboratorio

a’sangre

“Zpara

Deteccion

Diagrama 3. . de
normalmehte €

linicas “de . sitios

LCR, Ilqmdo 'amnlo tico,: placenta o. tejldo fetal
Slemb‘r en agar sangre de cordero (ASc)

Incubacién, 24 h a 35°C

!
o«

; Obtencién de colonias blanquecinas,
con estrecha f3-hemolisis, la cual se hace mas evidente'
al desprender las colonias de la superficie det medxo
e Observar frotis al Gram

‘Realizaciéon de pruebas bioquimicas’
Involucradas en la identificacion de género y especie.




‘Diagnéstico de laboratorio - -

" Inocular-2.5 mL de sangre en 25 mL
en caldo de infusidn de cerebro (BHI)

: Incubar 24 h a 35°C
Subcultivar en agar chocolate, en 5§ % de CO,

Obtencion de colonias puntiformes,
incoloras, faciles de desprender y de emulsionar
: Observar frotis al Gram

Si no se observa con claridad la tincién,
. subcultivar en ASc por 24 h a 35°C

|
@

Seleccuonar las colonias blanquecinas, con estrecha
B-hemolisis
Observar frotis al Gram y realizar pruebas bioquimicas




Diagnostico de laboratorio

‘ Alslamlento a partir de muestras provenientes de tejidos no estériles
Las muestras de materia fecal y las obtenidas a partir de alimentos o del

; medlo amblente deben ser enriquecidas en medios selectivos liquidos para
L/s{ena spp, previo a su inoculacién en placas. Durante aproximadamente 40

“afios, el enriquecimiento ‘se. ha realizado colocando la muestra en caldos

sim"ples y procédiéhdo a almacévnarlo‘s a 4°C, durante 2 meses 6 mas (63).

75 % de sensibilidad pero,

ich cifl:a aumenta hasta 90% (63).

‘de materia fecal y de muestras
la,Norma Oficial Mexicana NOM-143-SSA1-

1995, Ia \c@qa se basa'en el método propuesto por la FDA (68).
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i Diagndstico de laboratorio

laimuestra en el caldo de -

son exammadas una vez que transcurrlda su respectlva |ncubacnon por 24-48 ;

“ha 35°C (63)

El metodo NGFIS mcluye eI ennqu‘ecnmlento de Ia muestra en 'el caldo

nitrégéﬁb (63




g Diagnééticb de laboratorio

} sometéf el crecimiento obtenido a‘pruebas bioq‘uimicas;dé'ide‘ntifi'cacién'

de gén'ekb',y especie (63)

Observar,
"-“rirando en linea
reda hado abajo’

Fuente de emision - S J7
de luz blanaa :

i

Placa

Tripi&

Espejo plono
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%% Diagnostico de laboratorio

En el medio OXA,

:las:colonias’ de Listeria’son.-negras,.con halb’y"negro

aunque.algunas’ pueden;manifestar un:tono: café ‘oscuro.que se define

‘las pruebas’ bioquimicas: dje"v'

idé’ntificaci()n"de_igénero‘ y. especie’(consultar ‘diagrama.S) (6J8).‘1
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Diagnostico de laboratorio

Diagrama 5. Deteccion _ de Listeria en muestras alimenticias y de materia .

fecal (68)."

Homogeneizar.25 g de muestra en 225 ml
de caldo de enriquecimiento (EB) e
incubar a 30°C durante 24y 48 h

Después de 24 h i Después de 48 h

resembrar en ; resembrar en
Agar OXA Agar LMP ! Agar OXA  Agar LMP
Incubar a 35°C. Incubar a 30°C Incubar a 35°C. Incubar a 30°C

L B |
‘ R

Durante 24 y 48 horas

Observar el crecimiento

i)
S
Agar LMP: colonias

generalmente de color blanco o azul :
iridiscentes (iluminaci¢n de Henry). :

-Agar OXA: colonias negras,
con halo negro. Algunas
café oscuras que se definen

mejor en 7-9 dias.

Seleccionar § o mas colonias tipicas y
subcultivarlas en ASTEL.

S

Incubar 24 h a 35°C
Observar frotis al Gram y realizar pruebas bioquimicas
para la identificacion de género y especie.
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Diagnéstico de laboratorio

c) ldentificacion

Identificacion de género

Una técnica simplificada de ident_i,ficécic')' del g'éfn'ebrvb 'iiétér’ié, se’ basa :

en  los siguientes parametro :

Para S pruebas |mp||cadas es convenl
cultivos puros ntz v cepas de referencna (posmvas y negat:vas) K
(68). '

Observacion de frOtI’S tefiidos al Gram

Las extensnones deben prepararse a partir de cultlvos de 16 a 24 h Si

89 .

e




* Diagnbstico de laboratorio

bien t'odas',las', especies de Listeria:s

bacilos cortos Gram positivos,

los cultwos viejo Ios frotis

delgados llega‘a:observarse’.una-coloracién pallda que llega a sugerir

,erroneamente que:el’ mlcroorgamsmo es egatlvo confunduendose con

Ia presencu de Bacterotdes spp (68)

: Prueba de’ movmdad en fresco -

"Se reahzan preparacnones en fresco (en gota suspendlda o entre

- portaobjetos y cubreobjetos) utlllzando solucnon sallna aI 0 85 %

suspensnones deben ser densas Io més homgéneas posnble

observaclon e efectu _..un;mllcrqscgp‘io de .

contrast‘e‘de“f\ase omi

La prueba s‘e;éqnsidera positiva cuando se observan bacilos cortos con

movilidad ‘rotatoria o tal ‘como -si< brincaran: > Es ecir, destaca una

movilidad tambaleante o de tipo “head ever heels" (68).

Prueba de la catalasa

Se prepara una suspension de un cultivo puro en una gota de solucién

de peroxido de hidrégeno al 3 %; La prueba se lee como positiva si |

i'"'dézbdrbUJas. Todas las especies de

ocurre la formacién.inmediﬁat

Listeria son catalasa posmva,;ademas Ia emulsién debe realizarse con

asa de plastnco o un pallllo de madera estéril, para evitar contactos
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" Diagnostico de laboratorio -

ldo nltrato)

.,C (co sultar t_ bla 10) Una
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i1 " Diagnéstico de laboratorio

TABLA'10.' Reactivos para la prueba de nitratos (68).

Reactivo Ingredientes Cantidad
A a-naftilamina  |0.5g |
Acido Acético(5 N)[100 mL
B Acido sulfanilico |1.0g
Acido Acético(5 N)|125 mL
C a-naftol 11.0g
Ac. Acético (5 N) J200 mL

Prueba de movilidad en agar

Se Inocula el medio SIM (sulfhidrico-indol-movilidad) o el MTM (Prueba -
de movilidad y mantenimiento) y se incuban durante siete dias ‘a
temperatura ambiente (20-25°C), observandolos cada 24 h'.‘ L'as',

:lo que genera un crecimiento tipico en’

especies de'Listeria son moviles,

form'a‘-:de paragua: 5 ‘mm bbr debajo de la superficie del agar.

Es importante destz

rAn;'O\'/’nIsdyad s'tardia.o _gusengé (68).

rueba“‘es “positiva-“(presencia’'de:




- Diagnéstico de laboratorio

Utilizaci
Se siembra

los isiguient

Ia prueba se‘,.

m'érillo

Ias especues de Llsler/a son dextrosa
: echIiﬁ'é maltosa posmvas (consultar la tabla 11) (68). '
Prueba‘dev CAMP ( Christie-Atkins-Munch-Peterson)
Dentro del género Llster/a solamente tres especies: L. monocytogenes

L. see/:gen ' L /vanovu son hemoliticas. Estudios rementes ‘indican

'que ta’ hemollsma representa el prlncnpal factor de vnrulenc:a de L.

monocytogene unque dlChO rasgo —en forma:alslada- no debe

considerafs como mdlcador de vurulenma ya que L seellgen no es

L. monocylogenes ' y L see//ger producen una estrecha zona de

hemohsns la cual frecuentement o'se ex ende lejos del borde de las

colonias; por su Iad »r\npllas'zonas de hemdlisis,

(consultar_ figqra 15) (63

La prueba de CAMP se reahza en placas de agar sangre de carnero, en

las’ cuales prlmero se snembra una estria recta de la cepa de




. Diagnostico de laboratorio”.

pue"da‘r_y

~“‘correspont

observa-un claro sinergismo entre las hemolisinas de Listeria y las de

los 2 microorganismos antes mencionados.

Figura 15. Prueba de CAMP (63).

Prueba de CAMP con S. aureus (A) y R. equi (B) después de 24 h. de incubacion.
(A): parte superior, lado izq. L. innocua; parte inferior, lado izq. L. monocytogenes;
parte central lado der. L. seeligeri

{B): parte central, lado der. L. ivanovii
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' Diagnéstico de laboratorio -

% Las lineas horizontales representan
las estrias de S. aureus y R. equi,
respectivamente.

# Las lineas verticales representan las
estrias de inoculacion de cinco
especies de Listeria.

#« Las areas marcadas con un évalo
sefialan las zonas de hemdlisis mas
intensas para L. monocytogenes, L.
ivanovii y L. seeligeri,-
respectivamente. LR

Noanrien




Diagnostico de laboratorio

Tabla 11. Patrones de diferenciacion de las especies de Listeria (68).

| B-hemélisis | Reduccién Produccion de acido de: CAMP

‘ Especie (a) de nitratos yanitol | Ramnosa | Xilosa |S. aureus |R. equi

]
L._monocytogenes + - - + - + -
L. ivanovii + . N N + N e
L. innocua - - - V) - . -
L. welshimeri - - - [ + - A
L. seeligeri + B B _ + 1 _
L. grayi - v) + V) - - -
L. murrayi - + + \J) ' - -

CLAVES: (a) = sangre de carnero desfibrinada; (V) = variable

i.:
3
B
|
1
3
|
.
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Diagnostico de laboratorio ;

jaturizadas -

pruebas bioquimicas" . min

el a' patentada "DIM" muy utll para distinguir entre las

hemollsns el:m nocytogenes y L lnnocua Ademas contiene la prueba de la
’hldrohsns de la escullna y la produccu’)n de éCIdo a apartir de a-manitol, xilosa,

ramnosa (2,63).

Figura 17. API Listeria (bioMérieux, Francia) (77)

<

w I

2 Tl - w
.: e’ S S S—_— R

[=N - T - TR .
g & A
on

| A Ml i e A

Sondas de DNA para confirmar el origen de las colonias
Entre las técnicas moleculares se cuenta el empleo de una sonda de DNA
que permite identificar rapidamente a L. monocytogenes, a partir de colonias,

con ayuda de la quimioluminiscencia.
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Diagnéstico de laboratorio

En tan solo 30 mmutos la’ sonda quumlolumlmscente de DNA (Gen Probe San
.Dlego Callfornla) permlte diferenciar las colonlas de L monocytogenes en las ¥

- placas correspondientes al primoaislamiento (63).

Diferenciacion del género Listeria

En virtud de que Listeria sp comparte algunas caracteristicas con otros
géneros bacterianos Gram-positivos, la diferenciacion requiere de ciertos

cuidados (consultar tabla 12).

Listeria se"distinvgiJe‘jdeI' género Streptococcus sp, con base en sus
caracter'istic‘as microscépicas 'y - las pruebas de movilidad, catalasa y
sensibilidad a gentamicina, las cuales resultan positivas para el primero y

negativas para el segundo.

En cuanto a Erysipelothrix rhusiopathiae. Listeria puede diferenciarse por su

crecimiento a 4°C y por dar positivas I‘a‘s prnebas de la catalasa, movilidad y

sensibilidad a vancomicina.

De las cormebactenas porque 'ena no hldrohza la urea y da positivas la

prueba de Voges-Proskauer y Ia de produccnon de ‘acido a partir de D-glucosa

en condiciones aerobias. De Lactobac:/[us sp, ,porque éste es inmovil y

catalasa negativa (63, 68).
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2 'Di.ag'nyést‘icb de laboratorio

Tabla 12. Principales caracteristicas que diferencian a Listeria sp de otros géneros Gram positivos (18).

Caracteristica Listeria Erysipelothrix | Streptococcus | Enterococcus | Corynebac- | Lactobacillus
monocytogen | rhusiopathiae pyogenes faecalis terium sp
es
Morfologia bacilo bacilo coco coco bacilo bacilo
B-hemolisis + - + -1+ -1+ -
Catalasa + - - -1+ - -
Movilidad + - - -/+ - -
Reduccién del - - - - -1+ -
nitrato
Hidrélisis de + - - + - -
esculina
Acido* a partir
de:
- Glucosa + + + + +/- +
- Salicina + - + + - +/-
- Manitol - - - + +/- +/-
Querato- + B - - - .
conjuntivitis

CLAVES:

.

Sélo 4cido, no gas; algunas especies de Lactobacillus producen gas.
Conjuntivitis, pero no queratitis.




Diagnéstico de laboratorio -

d). De'té‘i"ni‘ina'c:ic')_n dé patogenicidad

Si. bien existen mé’tc}dos basados en el empleo de anlmales de

laborator evaluar la virulencia de los alslamlentos de L ster/a Io i

cierto es

de las cepas clinicas de L. monocytogenes,son patégenas”' :

(63).

; ncluyen Ia moculacmn mtraperltonlal de : ratén o de Ia =

Tales pruébé

alslamlentos de 'Llstena (63)

' Cabe rhen'cibnérqde miéhfras las pruebas en animales resultan muy precisas

—-a traves de la DL50— Ias de cntotoxncudad suelen no ser tan representativas.

De hecho algunas .,‘cepas asociadas a brotes epidémicos por L.
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monocytogenes han manifestado una baja toxicidad en las células Caco-2

63).

La, antigua 'prueba de Anton constituye una de. las herramientas para
establecer la patogenlcndad de las espec:es de L/sterla en los laboratorios de

consulta Aquella con5|ste en la lnstllamon de una gota del cultivo de 24 h del B

mlcroorganxsmo anallzado en eI saco vconjuntlva ' e" conejos_ o;cobayos?
'jovenes El saco conjuntlval del OjO no ino ul

resultado se X

onsndera posmvo cuando -ocurre
purulenta 24 a 36 h después de la |nocu|acnon sngno c que comunmente’

antecede a la queratitis (44).

-

Diagnéstico indirecto

Actualmente, la rapida determinacién deila“ausencia o preéént:ia"de“

especies de Listeria puede basarse en pruebas con antlcuerpos

monoclonales ensayos de hlbndacnon de acndos nuclezcos"y PCR,_

(reaccnon e cadena de la polimerasa).:
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’Diagnostico de Iabbféioi’i&ﬂ

“blancos”:mas:usados; es el;gen: que:codificapara:la:listeriolisina; si -

iniCiado’tés:de" la‘sintesis: de ‘DN

catalitica de una DNA’
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directamente. mediante’ electroforesis- en’ge

digestion con’enzimas‘ de: restriccion:'o

La gran sensi

basta: .con: uns




.- Diagnostico de iaboratorio -

‘forense ya que‘es suflme'nte'un cabello ‘o bien una gota de'sangre o‘”

de: semen para reallzar Ia ldentuflcacnon de Ios mdwlduos lmpllcados en

las averiguaciones (13).

b) Ensayo inmunoenzimatico

Los recientes avances de las pruebas moIeCUIareS‘~y ‘de”:'la

inmunotecnologia han permitido desarrollar métodos répldos para}'v o

detectar a Listeria en muestras fecales y ahmentlcuas Algunos de

dichos metodos -se. encuentran dlspombles con base ‘en.. kltsf

comerc»ales -‘los cuales : exammar un gran ~n0me o de

especimenss (4)

‘ilos . ensayos . inmunologicos

en' -forma rapida,

mlcroorgamsmo y:toxinas;:ya sea en~'los allmentos o en-las heces de

Ios enfermos

La"]éXCéIente'espe ficidad y sensibilidad de estas pruebas se basan
xprmcnpalme te Ita ", 'especﬁificidad de la reaccion antigeno-
antlcuerp ‘def'Unrconjugado anticuerpo-enzima para no

reaccion “antigeno-anticuerpo a través de una reaccién enzimatica (4).
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'Diagnéstico de laboratorio

En genera
en aliment

: combeiit!v

principales,

e'no'se une

u anticuerpo, ligado a una enzima, para
‘otro epitopo ‘del antigeno; con"ello’se forma el

icuerpo’ de captura/antigeno "blanco’/anticuerpo

e un segundo lavado, para eliminar.al complejo

“-anticuerpo-enzima que no ha-reaccionado,

orcional s a - la concentracién de

- éste. se puede cuantificar
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- Diagnostico de laboratorio |

“blanco”"esta” ausente’ en [ia

muestra; el ' ‘no_ocurre el mencionado cambio

de color:

Figura 18. Principales pésos del método ELISA tipo no — competitivo,
sandwich (4).

Anticuerpo
“de captura” S ’
- —— > -
— + 0 — L ->¢ —@y-e— P
Actigeno Aeticuerpo ligado Sandwich
a enzima

CLAVES: S = sustrato; E = enzima; P = producto colorido

tlpb.

Por obvio, el éxito de 'cuaqu‘uq'e' . deELISA‘es /dnependiente de la

especificid os antigénicos a los

cuales el

roceso:mediante el cuat ‘Una sola hebra

. de‘ D'NA'se enlazaiaiotra . hebra complementarla‘dé DNAo dé RNA.
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recientemente han estado dlspomb'les"pavra detectar: 'rutinariamehte la

deteccién de'Listeria (4)

ion jEIho» promueve que el hibrido “blanco”-

: colo y; a conhnuacxon se Iee la absorbancia a 450 nm:
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Figura 19. Ensayo de hibridacion colorimétrico DNA-RNA (4).

1. Lisis de la muestra 2. Hibridaciéon
Sonda
'RNA “blanco® Sonda de “reveladora”
captura ,r
/_,-_ poli dA f o —
3. Captura del hibrido 4. Anticuerpo ligado a Enzima
EIF
poli dA
- Il H f

~———— +
poli dT / W

5. Desarrollo de color 6. Deteccion fotometrica

Dipstick

.
Sustrato -Omrs
cromogeno ¢4
L s F

Q‘//_/f"—
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‘Conclusiones

asocian p

anos, :

infecciones-transplacentarias,'si: b

‘La”incidencia*de: la

del' SIDA:

la* mayor . trascendencia de un” diagnostico “oportuno-y . ',

109
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v -mole’cular‘ Estos" ultlmos son mas rapidos, sensibles y especiﬁéos be'ro :

desafortunadamente aun no son accesibles para la mayor parte de Ios n

Iaboratonos

“kLa lmportanma del estudio de los factores de vnrulencna de L

'monocytogenes radlca en la mayor posnbllldad de desarrollar mejores
pruebas dlagnéstlcas y metodos terapeutlcos y- pre entlvos mas'

eﬂcaces

tracto

dlgestlvo locallzandosef

‘,,prlnc:lpalment

unlones adherentes' De acuerdo con esta dlstrlbucmn el tngreso

1o

‘Conclusiones

n Ia.membrana basolateral, concentrada esta en Ias'”'"‘




Conclusiones -

‘bacteriano’mediado por InlATocurre fundamentalmente a través de'la -

células endoteliales.:

ngresado a Ia célula hospedera :

el principal factor.involucrado en Ia |ISIS de la membrana vacuolar es.,

una potente’toxin rmadora. de poros: la LLO la cual promueve eli‘:,

roorganlsmo antes de que ocurra

escape“.del

fagolisosomal.

ntracelular e mtercelular chha movilidad es
'kmedxada por.la protein bactenana ActA ‘necesaria y sufnctente para

‘que,la acteria‘'pueda-diseminarse a Ias ,células residentes del tejido

inb'\'pyllc/ado;

rEI desplazamlento de L monocytogenes hacia la membrana celular

conduce a Ia‘formacmn de prolongacnones alargadas, llamadas

[N




» Conclusiones -

*'personal,’asi como:la‘completa coccion y el correcto almacenamiento

alimentarios




Anexo -

Compo"sic‘ién ‘de’'los-medios de cultivo empleados para el analisis

r‘ni‘c;rébivélégico de L. monocytogenes.

,Caldo soya tripticaseina con 0.6% de extracto de levadura
(CSTEL)(68).

Ingredientes Cantidad
Caldo de soya
tripticaseina 3009
Extracto de levadura 6.0g
A%Ja 1000.0 mL

Agitar hasta disolver los ingredientes. Esterilizar a 121 + 1°C durante

15 minutos. El pH final de la solucién debe ser 7.3 £ 0.2,

Caldo de enriquecimiento (EB) pH=7.3 (68).
Un -Iii,tvro_de:,» caldo de soya tripticaseina con extracto de levadura

(CSTELK) debe mantener tos siguientes suplementos:

Suplementos Cantidad
Clorhidrato de
acriflavina 15.0 mg
Acido nalidixico
(sal sodica) 40.0 mg
Cicloheximida 50.0 mg
Solucién al 10% (p/v) 11.1 mL

Preparar los suplementos de acriflavina y nalidixico a partir de uha‘

solucién al 5% (p/v) con agua. El suplemento de ciclohexirﬁida




prepararlo_com
de "etah'ol
condlcnones

esterlllzado justo’ antes de su uso

Para Ia ‘preparacion de un litro del medio CSTEL se debe partir de las

-soluciones anteriores, agregando las siguientes cantidades:

Suplemento Cantidad
Acriflavina 3.0 mL
Acido nalidixico 8.0 mL

Solucion de

cicloheximida 5.0 mL

Medio de cloruro de litio feniletanol — moxolactam (LMP) (68).

Ingredientes Cantidad
Agar fenil etanol 35.5g¢g
Glicina anhidra 10.0g
Cloruro de litio 50g

Solucion de moxolactam al
1% en amortiguador de 2.0mL
fosfatos pH=6.0
Agua 1000.0 mL

Esterilizar el medio (sin moxolactam) en autoclave a 121+ 1°C durante'

15 mmutOS Enfrlar de 48 a 50 Cy agregar la solucnon de moxolactam e :

prevxamente estenhzada ‘por fnltraclon

Distribuir volumenes:de 12 ‘mL del:medio’en’cajas Petri ‘estériles:

Las placas de gadasv_facu_it'ar{ﬁla observacio

i4




Anexo

Medio Oxford (68).
Medio base Oxford (OXA)

Ingredientes Cantidad
Base de agar
Columbia i 39.0g
Esculina 10g
Citrato férrico aménico 0.5g
Cloruro de litio 1609
Agua 1000.0 mL

Agregar los ingredientes a un litro de agua y llevar a ebullicion hasta
disolucion completa. Esterilizar en autoclave a 121+ 1°C durante 15
_minUtds;‘, E'nfriar_ a 50°C el medio base y en condiciones asépticas

agregar los:suplementos.

Un litro ‘d_érmedio Oxford debe contener los siguientes suplementos:

Suplemento Cantidad
Cicloheximida 400 mg
Sulfato de colistina 20 mg
Acriflavina 5 mg
Cefotetan 2 mg
Fosfomicina 10 mg

Disolver la cicloheximida, el sulfato de colistina, acriflavina, cefotetan y
la fosfomicina en 10" mbL de: 'una ‘mezcla 1:1 De etanol en agua.

Esterilizar por. filtracion ;antes de agregar al medio base. Mezclar y

vaciar en caja

ri ;Las'p‘lacas del medio Oxford se pueden

dos semanas.




Anexo

Agar soya tripticaseina con 0.6% de extracto de levadura (ASTEL)
(68).

Ingredientes Cantidad
Agar soya tripticaseina 40.0g
Extracto de levadura 6.0g

Agua 1000.0 mL

Agitar y calentar a ebullicion hasta disolver el agar. Esterilizar a 121+

1°C durante 15 minutos. pH final 7.3 + 0.2.

Agar PALCAM (polimixina acriflavina LiCl ceftazidima esculina
manitol) (3).
Composicién por litro:

Ingredientes Cantidad
Peptona 23.0 g
LiCl 15.0 g
Agar 10.0 g
Manitol 10.0 g
NaCl 50g
Extracto de levadura 3.0g
Almidon 10g
Esculina 0.8 g
Citrato férrico de amonio 0.5g
Glucosa 0.5g
Rojo de fenol 0.08 g
Suplemento selectivo PALCAM 10.0 mL
pH=7.2 £+ 0.2 a 25°C
Suplemento selectivo PALCAM
Composicion por 10.0 mL:
Ingredientes Cantidad
Ceftazidima 20.0 mg
Polimixina B 10.0 mg
Acriflavina-HCI 5.0 mg
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Preparacnon i »suplemento
componentes a agua destnlada/desnomzada y llevara un volumen de

10. 0 mL. Mezclar ngurosamente Filtrar y esterlllzar

Emulsién de yema de huevo

Ingredientes Cantidad
Yema de huevo (poliio) 11
Huevos completos 1
(polio)

Preparacion de la emulsion de yema de huevo: Poner los huevos en
una diluciéon 1:100 de una solucién saturada de cioruro de mercurio

durante 1 mlnuto Romper Ios huevo

R separando la yema de Ia clara

Mezclar Ia yema de huevo con u huevo enter

huevo puede ayudar en:la: recuperacuon de  colonias de Listeria .-

dafiadas.
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Anexo

Agar sangre de carnero (68).

Ingredientes Cantidad
Base de agar sangre 95.0 mL
Sangre de carnero
desfibrinada 5.0 mL

Preparar el agar base de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Enfriar a 45+2°C y agregar asépticamente la sangre de carnero, la cual

previamente se debe encontrar a temperatura ambiente (20-25°C).
.Homogeneizar el medio y verter en las cajas Petri estériles de 12 a 15

:r‘nLi‘pa'ra la prueba de CAMP y de 15 a 20 mL para la pruebak de

hembdlisis.

Caldo nitratos (68).

Ingredientes Cantidad
Nitrato de potasio 1.0g
Cloruro de sodio 0.5¢g
Peptona 2.0g
Agua 1000.0 mL

Agregar los ingredientes a un litro de agua, agitar hasta disoluciéon
completa. Verter en tubos de 13X100 mm con tapén de rosca.

Esterilizar en autoclave a 121+ 1°C durante 15 minutos.

g




"Anexo

Medios Para la Prueba De Movilidad:

* Medio de sulfhidrico-indol-movilidad (SiM) (68).

ingredientes Cantidad

Peptona de caseina 20.0g

Peptona de carne 6.1g

Sulfato de flerro y 02g
amonio

Tiosulfato de sodio 0.2g

Agar 3.56g

Agua 1000.0 mL

Agitar y . calentar a ebulliciobn hasta disolver el agar. Envasar en

po'rciéyné's',‘d‘e 4 mL en tubos de 13X100 mm. Esterilizar en autoclave a

12131°C durante 15 minutos. pH final 7.3 + 0.2.

o * Medio MTM (Prueba de movilidad y mantenimiento) (68).

Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 3.0g
Peptona 100g
Cloruro de sodio (NaCl) 50g
Agar 40g

Agua 1000.0 mL

Agitar y calentar a ebullicion hasta disolver el agar. Envasar en

porciones de 4 mL en tubos de 13X100 mm. Esterilizar en autoclave a

121+1°C durante 15 minutos. pH final 7.4 + 0.2.
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Anexo

Caldo purpura para fermentacion de carbohidratos (68).

Ingredientes Cantidad
Proteosa peptona No. 3 10.00 g
Cloruro de sodio 5.00 g
Extracto de carne 1.00 g
Purpura de
bromocresol 002g
_Agua 1000.0 mL

Calentar si es necesario para disolver los ingredientes. Esterilizar en

autoclave durante 15 minutos a 121:!:1 °C pH final 6.8 + 0.2.

Agregar la . solucton del carbohldrato prewamente esterilizada por

fnltracnon en cantldad suﬂcuente para btener una concentracnén flnal de

05%
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