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MONOGRAFIA Listeria monocytogenes
1-El microorganismo y su interrelacion con el ser humano

El género Listeria comprende diversas especies de bacilos cortos o cocobacilos, Gram
positivos, no esporulados, con varios flagelos peritricos que les permiten moverse dando
volteretas cuando se encuentran a 259C. Son anaerobios facultativos, catalasa positivos y
oxidasa negativos. Su dptimo de crecimiento son los 30-379C aunque es capaz de crecer
incluso entre  1-459C. Listeria
monocytogenes es la Unica especie — o
del género que es patégena para el
ser humano y su tasa de mortalidad
es una de las mas elevadas dentro de
las toxiinfecciones alimentarias. Es
muy ubicua, aunque su habitat mas
frecuente es el suelo y los vegetales en descomposicidon, donde se comporta como saprodfita.
Dada su amplia distribucidn, tiene continuas oportunidades de contaminar los alimentos, via
principal por la que provoca infecciones en las personas, por lo que tras los grandes brotes que
hubo hace 3 décadas en quesos y ensaladas en diversos paises, la UE exige desde 2005 su
busqueda intensiva en alimentos y ambientes de las fabricas y otras superficies de la cadena
alimentaria. Los alimentos mas frecuentemente implicados en estas toxiinfecciones
alimentarias son la leche, el queso, los vegetales frescos, el pollo, los carnicos loncheados, el
pescado ahumado, las setas..., sin que ello signifique que no puede provocarlas desde
cualquier otro alimento donde esté presente, o incluso desde el agua. Su forma de infeccidn es
intracelular; resiste los enzimas digestivos y la bilis tras la ingestidon y provoca una toxina
(listeriolisina) cuando se encuentra ya ingerida en vacuolas digestivas de las células del
huésped, lo que le confiere una gran resistencia y provoca una enorme tasa de mortalidad
(30%) a los afectados con bacteriemia o menongoencefalitis. Los inmunodeprimidos (ancianos,
enfermos...) son especialmente sensibles, con efectos mortales para el feto en practicamente
el 100% de las mujeres embarazadas afectadas.
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2-Los tipos de productos donde la legislacion exige su busqueda o recuento, asi como
otros tipos de productos donde a nuestro criterio, seria recomendable analizarlos

-Alimentos, excepto aquellos donde se haya ido demostrando que no es capaz de sobrevivir

-Superficies de las fabricas de alimentos y otras superficies de la cadena alimentaria

3-Los métodos oficiales para su deteccion/recuento

En alimentos, desde que cambid la ISO 11290 en 2004 (addenda) y segun la ultima
version 2018, se emplea preenriquecimiento en caldo semiFraser, enriquecimiento en caldo
Fraser, Aislamiento en Agar Ottaviani & Agosti y otro medio en placa a eleccion del laboratorio
(ej: Agar Palcam). Luego se debe emplear TSYE-Agar para aislar colonias e
identificarlas/confirmarlas. La confirmacion de Listeria spp. es suficiente con microscopio y
catalasa + (errata: dice — en la ISO). La de L.monocytogenes, ademas, debe ser beta-hemolisis +
(aunque haya cepas donde es -), Rhamnosa + y Xylosa -. Deben emplearse las 4 cepas I1SO
11133-2 para verificar que todos los medios funcionan correctamente.

En superficies, segin la guia ANSES y la ISO 18593:2019, es preferible emplear
esponjas abrasivas o toallitas y una vez rascado el biofilm con ellas, tratarlas como si fuera una
muestra mas de alimento (protocolo indicado aqui arriba).

4-Los métodos alternativos que mejoran la rapidez de los resultados y la robustez del

analisis

LISTERIQUICK es un kit que acorta la
incubacién del método ISO 11290 (3 dias) a
la mitad (sélo 36h), con magnificos
resultados segln su validacion interna

comparando muestras de todo tipo con el

método oficial. Ademas tiene en cuenta el efecto matriz en muestras con
conservantes, el gran y terrible olvido en microbiologia alimentaria. Se puede
emplear en dos versiones: con medios deshidratados y con medios
preparados. Al igual que en el método oficial, si salen colonias sospechosas

deben confirmarse. Pero si no aparecen, la industria se ahorra 36h en stock
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de producto en cuarentena que perderia, de seguir el método oficial.

LISTERISWABS-GREEN. Aprovechando el despistaje negativo
(ya que, si no hay Listeria spp., no hay Listeria monocytogenes), se
puede buscar el género, que es mas facil de interpretar que la especie
gracias al medio oficial Ottaviani & Agosti, y descartar de entrada
todas las muestras negativas, sin viraje a verde, desde las primeras
18h, con este kit de escobillon ISO 18593:2019. Otros kits se basan en
el Fraser agarizado, y por ello dan una gran

Izda: Negativo, crema.
Dcha: Positivo para
Listeria spp., verde.




proporcién de falsos positivos de otros microorganismos Gram positivos inocuos, que obligan a

la industria a confirmar continuamente muestras que finalmente se demuestran negativas

para Listeria monocytogenes. Validado por el fabricante (MICROKIT) con excelentes resultados.

Confirmacion de colonias sospechosas. Al
partir de agar cromogénico Ottaviani & Agosti, hay
pocas opciones de confusion (a diferencia del uso de
los ancentrales Agares Oxford, Palcam o Microblue o
MacBride):
monocytogenes crece con colonias verde-azuladas,

del aun mds ancestral Listeria
pequeinas y con halo en el medio alrededor. Colonias
verde-azuladas sin halo suelen ser de otras especies
del género Listeria y colonias grandes, también verdes
o azules, suelen ser de algunas especies de Bacillus.
Crece en Agar Bilis Esculina (el medio confirmativo

para enterococos fecales) y provoca beta-hemdlisis +

Izquierda: Rhamnosa Broth sin inocular.

Centro: Rhamnosa positivo, L.monocytogenes.
Derecha: Rhamnosa negativo, L.ivanovii u otra cepa

Microblue Agar, un disefio de
MICROKIT basado en la Rhamnosa,
anterior al nacimiento de Ottaviani &

Agosti, que lo eclipso desde 2004

en agar sangre (salvo algunas
cepas) y CAMP + (también hay
cepas que no cumplen
criterio). Es MR +, VP +, Glucosa +
(acidificacion), Urea -, Indol -, SH, -,

este

hidrélisis de gelatina -. Pero las
pruebas que mejor confirman la
especie para distinguirlas de las
otras del género, sin necesidad de
emplear medios con sangre, a
partir de colonias  verdes,
pequefias y con halo en el medio
cromogénico Ottaviani & Agosti, son

la Xylosa —y la Rhamnosa +.

5-Cémo vemos el futuro en la deteccion de este grupo

Tanto el método oficial como los métodos alternativos antes descritos, estan

funcionando muy correctamente, como se demuestra en intercomparacion. No es un
microorganismo dificil de detectar bien, como si lo son Campylobacter spp., Clostridium spp,
Shigella spp, Staphylococcus aureus, Vibrio spp o Burkholderia cepacia.

Dada la ubicuidad de su habitat, creemos que deberia también buscarse activamente

en agua de bebida, como ya han sugerido otros autores.



