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INTRODUCCION. Durante el ano 2003 hubo un incremento de
casos de listeriosis diagnosticados en un hospital terciario
de Madrid. Los objetivos del presente estudio fueron
revisar las caracteristicas clinicas de los casos
diagnosticados, y estudiar la relacion clonal entre los
aislados clinicos de Listeria monocytogenes.

METoDOs. Se realizé un estudio retrospectivo de todos los
pacientes diagnosticados de listeriosis en el Hospital 12 de
Octubre durante el periodo de 2001 a 2003. Se revisaron
las historias clinicas de los pacientes, y en todos los
aislados clinicos se realiz6 serotipificacion y electroforesis
en campo pulsante (ECP) con las enzimas Ascl y Smal.
ResuLTADOS. Se diagnosticaron un total de 18 pacientes:
cuatro en el afio 2001, dos en 2002 y 12 en el aio 2003. Las
tasas estimadas fueron: 7,3 casos/1.000.000 habitantes para
el ano 2001, 3,6 para el ano 2002 y 21,8 para el aio 2003. El
serotipo mas frecuente fue el 4b (66,7%), al que pertenecian
el 83,3% de los casos diagnosticados en el aiio 2003. La ECP
puso de manifiesto 12 patrones moleculares distintos, uno
de los cuales fue comun a 5 casos del afio 2003.

CONCLUSION. La aparente expansion de un clon de

L. monocytogenes durante el afio 2003 contribuy6 en parte
al incremento de la incidencia de listeriosis en ese ano. Las
técnicas de epidemiologia molecular son muy utiles para la
deteccion de posibles brotes de origen alimentario, y
deberian promover investigaciones complementarias
sobre la naturaleza de los alimentos implicados.
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Molecular epidemiology of Listeria monocytogenes infections in
a health district of Madrid in a 3-year period (2001-2003)

INTRODUCTION. During 2003, an increase in the number of
cases of listeriosis was observed in a tertiary hospital in
Madrid. The objectives of this study were to review the
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clinical characteristics of the cases diagnosed from 2001 to
2003 and to investigate clonal relationships among the
clinical isolates of Listeria monocytogenes.

MEeTHODS. A retrospective analysis was performed of all
cases of listeriosis diagnosed in Hospital 12 de Octubre
(Madrid) during 2001-2003. Clinical records for each patient
were reviewed and all clinical isolates were compared
using serotyping and pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) with the Ascl and Smal restriction enzymes.
ResuLTs. A total of 18 patients were diagnosed: 4 in 2001,
2in 2002, and 12 in 2003. The estimated incidence rates
were 7.3 cases per 1,000,000 inhabitants in 2001, 3.6 in
2002 and 21.8 in 2003. The most frequent serotype during
the study period was 4b (66.7%), and this serotype
represented 83.3% of the cases diagnosed in 2003. PFGE
yielded 12 different genotypes; one of them (PFGE type G)
was common to 5 cases diagnosed in 2003.

ConcLusioN. The expansion of a single clone of

L. monocytogenes during 2003 partially contributed to
increasing the incidence of listeriosis that year. Molecular
epidemiology techniques are useful for detecting
outbreaks of a possible foodborne origin and their results
should promote epidemiological studies to investigate the
food products involved.

Key words: Listeria monocytogenes. Molecular
epidemiology. Listeriosis. Pulsed-field gel electrophoresis.

Introduccion

La listeriosis es una infeccién asociada al consumo de
alimentos contaminados por Listeria monocytogenes. Los
rasgos clinicos de esta infecciéon van desde un sindrome
gripal leve hasta meningitis o meningoencefalitis. El mi-
croorganismo actia como patégeno cuando las condiciones
del huésped son favorables para su desarrollo (embaraza-
das, neonatos, ancianos e inmunodeprimidos), llegando a
causar unas tasas de mortalidad del 20-30%!.

Aunque la mayoria de los casos de listeriosis parecen ser
esporadicos, en las tltimas décadas se han identificado va-
rios brotes epidémicos relacionados con el consumo de di-
versos alimentos?. En general, es dificil diferenciar los bro-
tes epidémicos de los casos esporadicos. Esto se debe
principalmente a dos motivos: en primer lugar, el periodo
de incubacién de la listeriosis es largo, entre 7 y 60 dias,



Garcfa-Alvarez M, et al. Epidemiologia molecular de las infecciones por Listeria monocytogenes en un drea de Madrid durante un perfodo de 3 afios (2001-2003)

lo que dificulta la identificacion del alimento causante de
la infeccién, y en segundo lugar, los casos que llegan a los
centros sanitarios son aquellos que se dan en personas
susceptibles de desarrollar cuadros graves, es decir, sélo
vemos la punta del iceberg?.

Con el fin de poder identificar brotes epidémicos se han
desarrollado diversas técnicas fenotipicas y genotipicas
para el subtipado de L. monocytogenes*5. Entre las prime-
ras, la serotipificacion es la técnica cldsica, aunque su po-
der de discriminacién es bajo, ya que mas del 90% de los
aislados en humanos pertenecen a 3 de los 13 serotipos
conocidos (1/2a, 1/2b y 4b)8. Las técnicas genotipicas tie-
nen un poder de discriminacién m4s elevado y algunos au-
tores propugnan que la electroforesis en campo pulsante
(ECP) sea la técnica de referencia®.

Durante el afio 2003 hubo un incremento de casos de lis-
teriosis diagnosticados en nuestro hospital. La razén de
este incremento no estaba clara. Los objetivos de nuestro
estudio fueron revisar las caracteristicas clinicas de los ca-
sos diagnosticados en nuestra 4rea de salud durante el pe-
riodo 2001-2003, y estudiar la relacion clonal de los aisla-
dos clinicos de L. monocytogenes con el fin de identificar
posibles brotes epidémicos.

Métodos

Pacientes y caracteristicas del estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo de todos los pacientes diagnos-
ticados de listeriosis en el Hospital 12 de Octubre de Madrid durante
el periodo 2001-2003. Este hospital es el centro de referencia del Area
de Salud N°? 11 de Madrid y atiende a una poblacién aproximada de
550.000 habitantes. Las muestras clinicas fueron procesadas siguien-
do los protocolos establecidos en nuestro laboratorio. La identifica-
cién bacteriana y la determinacién de la sensibilidad a los antimicro-
bianos se realizaron mediante el sistema Wider (Soria Melguizo,
Madrid, Espana). Los aislados clinicos fueron conservados a —70 °C.
La informacién demografica y clinica fue recogida mediante revisién
de las historias clinicas de los pacientes.

Serotipificacion

La serotipificacion de los aislados clinicos se realizé en el Centro
Nacional de Microbiologia (Majadahonda, Madrid, Espafia) mediante
aglutinacién con antisueros, de acuerdo al método descrito por Seeli-
ger y Hohne®.

Electroforesis en campo pulsante

Se realiz6 segun el método previamente descrito por Lukinmaa et
al®. Los aislados clinicos se recuperaron en placas de agar sangre, in-
cubdndose a 37 °C durante 18-24 h. Se tomé una colonia y se suspen-
di6 en medio liquido LB, incubandose a 37 °C en agitaciéon durante
18 h. Los cultivos se centrifugaron a 3.000 rpm durante 15 min, se re-
tir6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 1 ml de buffer
TE. De nuevo se centrifugé y el sedimento resultante se resuspendié
con 200 pl de tampén PIV (10 mM Tris [pH 7,6], 1 M NaCl). Esta sus-
pension se mezclé a partes iguales con agarosa especial al 2% (Biorad,
Richmond, USA). Los bloques se incubaron a 37 °C durante 5 h en un
tampé6n de 6 mM Tris-HC1, 1 M NaCl, 100 mM EDTA suplementado
con 10 mg/ml de lisozima y 5 mg/ml de ARNasas y de nuevo a 50 °C
durante toda la noche en un tampén suplementado con 20 ng/ml de
proteinasa K. Se realizaron 4 lavados de los bloques de 15 min cada
uno con tampén TE 1x a temperatura ambiente. El ADN fue digerido
a 37 °C durante 18-24 h de forma independiente con 25 U de Ascl
(New England Biolabs Inc., Beverly, Mass.) y 60 U de Smal (New En-
gland Biolabs Inc., Beverly, Mass), respectivamente. La electrofore-

sis se realiz6 en geles de agarosa al 1% en el sistema CHEF DRIII
(Biorad, Richmond, USA). Las condiciones de electroforesis con Ascl
fueron de 22 h, pulsos de 4 a 40 s, temperatura de 14 °C, y voltaje
6 V/cm, y cuando se empleé Smal fueron de 11,5 h, pulsos de 5 a 15 s
en un primer bloque y de 15 a 40 s en un segundo bloque. Como mar-
cador molecular se utiliz6 lambda ladder. El an4lisis de los patrones
moleculares se realiz6 con el programa informético Bionumerics (Ap-
plied Maths, Kortrijk, Bélgica). Se consideré que dos o mas aislados de
L. monocytogenes formaban parte del mismo clon si sus patrones mo-
leculares eran indistinguibles mediante la técnica de ECP, tanto con
la enzima Ascl como con Smal.

Resultados

Durante el periodo de estudio 18 pacientes fueron diag-
nosticados de listeriosis en nuestro hospital: 4 pacientes
en el afio 2001, dos en el 2002 y 12 pacientes en el afio
2003. Las tasas estimadas fueron: 7,3 casos/1.000.000 ha-
bitantes para el afio 2001, 3,6 para el afio 2002, y
21,8/1.000.000 para el ano 2003. Los pacientes se distri-
buian en 4 casos en neonatos y 14 en pacientes adultos.
Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacien-
tes se presentan en la tabla 1.

Caracteristicas de los pacientes

Todos los casos neonatales fueron considerados como
sepsis de comienzo precoz (< 72 h). La edad gestacional
media fue de 32 semanas (rango: 25 a 34 semanas), y el
peso medio al nacer de 2.132 g (rango: 850-3.100 g). Tres
de los casos neonatales tuvieron como antecedente clinico
fiebre intraparto superior a 38 °C, pero en ninguno de los
casos se dispuso de muestras clinicas de las madres para
el aislamiento de L. monocytogenes. Ninguno de los casos
neonatales fallecié.

En todos los pacientes adultos el motivo de ingreso estu-
vo en relacién con el aislamiento de L. monocytogenes y
ningun caso se consideré como de adquisicién intrahospi-
talaria. La edad media de los pacientes adultos fue de
59 anos (rango: 35-78 anos). Doce de los 14 (85,7%) pa-
cientes adultos eran varones. Todos los pacientes tuvie-
ron al menos un factor predisponente, siendo los mas fre-
cuentes: hepatopatia créonica (6 casos) y tumores sélidos
malignos (4 casos). Uno de los pacientes de la serie tenia
como factor predisponente, ademas de la hepatopatia cré-
nica por virus de la hepatitis C (VHC), la coinfeccién por el
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1).
Cuatro de los pacientes fallecieron en los 15 dias posterio-
res al cuadro de listeriosis.

Tipificacion de los aislados clinicos
de L. monocytogenes

Se dispuso de 18 aislados clinicos de L. monocytogenes
correspondientes a los 18 pacientes para estudios de tipifi-
cacién. Doce casos pertenecian al serotipo 4b (66,7%), tres
al serotipo 1/2a (16,7%), dos al serotipo 1/2b (11,1%) y
uno al serotipo 1/2¢ (5,6%). Durante el periodo de estudio
se observo que en el afio 2003 correspondieron al serotipo
4b 10 de los 12 casos (83,3%). El analisis mediante electro-
foresis en campo pulsante, tanto con Ascl como con Smal,
produjo 12 genotipos diferentes, si bien la interpretacion
de los resultados obtenidos con Ascl fue més sencilla
(fig. 1 y tabla 1). Un genotipo (patrén molecular G) fue
compartido por 5 casos, dos genotipos (A y B) fueron com-
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TABLA 1. Caracteristicas clinicas y microbiologicas de los casos de listeriosis

Caso n? ai Sf;‘;ﬁ?: nto Sexo (Egzg) Tipo de muestra Factores predisponentes Forma clinica | Serotipo PEgl(;n
1 07/05/01 A% 39 Sangre, LCR VHB, VHC Meningitis 1/2b A
2 07/06/01 M 3 dias Sangre, LCR Fiebre intraparto materna Meningitis 4b B
3 09/08/01 \% 52 Sangre Trasplante renal, hemodidlisis, Sepsis 1/2¢ C

corticoides
4 14/11/01 v ldia Sangre, exudado ND Sepsis 1/2a D
6tico
5 21/08/02 \% 66 Sangre Céncer de pulmén, quimioterapia  Sepsis 4b E
6 02/12/02 M ldia Sangre, exudado Fiebre intraparto materna Sepsis 1/2a F
otico
7 20/01/03 M ldia Sangre Fiebre intraparto materna Sepsis 4b G
8 10/02/03 v 58 Liquido ascitico Cirrosis, alcoholismo Peritonitis 4b H
9% 24/02/03 A% 78 Sangre IRC, hemodilisis, cancer Sepsis 4b 1
de proéstata
10 06/03/03 A% 35 Sangre VIH, VHC Sepsis 4b J
11%* 27/03/03 M 72 LCR VHC Meningitis 4b G
12 28/03/03 A% 58 Sangre IRC, hemodialisis Sepsis 4b G
13 02/05/03 \'% 59 Sangre VHC, alcoholismo Sepsis 4b K
14 04/05/03 M 66 Sangre, LCR Cirrosis, VHB, corticoides Meningitis 4b G
15% 01/06/03 \'% 77 Sangre Cancer de pulmoén, radioterapia Sepsis 4b G
16%* 17/07/03 \% 57 Sangre Céncer de pulmén Sepsis 1/2a A
17 16/09/03 \% 51 Sangre LES Sepsis 4b B
18 19/12/03 A% 72 LCR IRC Meningitis 1/2b L

*Fallecen en los 15 dias posteriores al cuadro de listeriosis.

ECP: electroforesis en campo pulsante; LCR: liquido cefalorraquideo; V: varén; M: mujer; VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C;
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; IRC: insuficiencia renal crénica; LES: lupus eritematoso sistémico; ND: dato no disponible.

partidos por 2 casos cada uno, y nueve genotipos fueron
considerados unicos. Todos los casos que compartian un
idéntico patrén molecular tenian a su vez idéntico seroti-
po. De los 12 casos de listeriosis producidos en el afio 2003,
cinco presentaban el genotipo G, agrupandose entre los
meses de enero a junio de ese afio.

Discusion
En el presente trabajo es de destacar el aumento en la
incidencia de listeriosis en el afio 2003 (21,8/1.000.000) en

nuestra drea de salud, que se produjo a expensas de un
clon de L. monocytogenes, responsable de 5 de los 12 casos

de listeriosis. Este clon, con el patrén de ECP G, afect6 a
5 pacientes durante el primer semestre de ese afio. Un es-
tudio de epidemiologia molecular realizado en el estado
de Nueva York durante los afios 1996-2000, demostraba
que el 31% de los casos de listeriosis en humanos declara-
dos eran producidos por cepas con idéntico patrén molecu-
lar, y estos casos pudieran representar brotes producidos a
partir de una misma fuente alimentariaZ. Probablemente,
gran parte de los casos de listeriosis que llegan a nuestros
hospitales no son los casos esporadicos que aparentan ser,
sino que forman parte de brotes, con una tunica fuente ali-
mentaria, que la mayor parte de las veces pasan inadver-
tidos. Las técnicas de epidemiologia molecular son una he-
rramienta muy util para la detecciéon y control de los

Figura 1. Dendograma con los pa-
trones de electroforesis en campo
pulsante (ECP) con la enzima Ascl de
los aislados clinicos de Listeria mo-
nocytogenes. La escala en la parte su-
perior izquierda representa el por-

Ne caso Fecha Serotipo  Patrén ECP

8 10/02/2003 4b
13 02/05/2003 4b
5 21/08/2002 4b
7 20/01/2003 4b
11 27/03/2003 4b
12 28/03/2003 4b
14 04/05/2003 4b
15 01/06/2003 4b
6 02/12/2002 1/2a
9 24/02/2003 4b
10 06/03/2003 4b
1 07/05/2001 1/2b
16 17/07/2003 1/2b
2 07/06/2001 4b
17 16/09/2003 4b
3 09/08/2001 1/2¢
14/11/2001 1/2a
18 19/12/2003 1/2b

rFro0owo>»>»c —TOOOO®OMXTI

centaje de similitud.
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brotes de origen alimentario, y deberian promover investi-
gaciones complementarias sobre la naturaleza de los ali-
mentos implicados. Aunque la incidencia de listeriosis
documentada es baja, hay que tener en cuenta la variabi-
lidad existente segtn la zona geogréfica. Aun asi, los sis-
temas de vigilancia estan de acuerdo en que la verdadera
incidencia de listeriosis est4 infravalorada®.

La listeriosis era considerada cldsicamente una infec-
cién que afecta sobre todo a mujeres embarazadas y neo-
natos®, pero en los ultimos afios ha cobrado especial im-
portancia en pacientes inmunodeprimidos y en pacientes
con enfermedades crénicas. Nuestros hallazgos confirman
esta tendencia, con sélo 4 casos de listeriosis diagnostica-
dos en neonatos, frente a 14 en adultos. Los factores de
riesgo que aparecen en nuestra serie ya han sido descri-
tos anteriormente en la literatura médica como el alcoho-
lismo, la insuficiencia renal crénica, la utilizacién de corti-
coides, el cancer o la hepatopatia crénica®!2. En contra de
lo que cabria esperar, la incidencia de listeriosis en los
pacientes infectados por el VIH-1 es baja, situacién que
también se refleja en nuestro pais y que se ha explicado
por diversas hipétesis, aunque ninguna de ellas es conclu-
yente!3. En los neonatos la infeccién por L. monocytogenes
es bien conocida, y la presencia de fiebre materna intra-
parto superior a 38 °C constituye un factor de riesgo para
ésta y otras infecciones de transmision vertical'*. No sor-
prende que la presentacién clinica mas habitual en nues-
tra serie sea la sepsis y la meningitis, al igual que en otras
publicadas?®, sin embargo, merece especial atencién el caso
de peritonitis bacteriana espontdnea que, si bien ya ha
sido descrito previamente asociado a cirrosis'?, no es una
presentacion habitual.

Mas del 90% de los aislamientos de L. monocytogenes
en humanos pertenecen a los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b; es-
tos serotipos fueron también los aislados con mayor fre-
cuencia en nuestros pacientes y ademas que en el afo
2003 se produjo un incremento de casos, a expensas del se-
rotipo 4b. Otros estudios realizados en Espafialé, sefialan
que el 81,7% de los aislados clinicos procedentes de hu-
manos y animales pertenecen al serotipo 4b. Esta evolu-
cién de los serotipos contrasta con la publicada en otros
trabajos®8, en los que se observa un descenso en la preva-
lencia del serotipo 4b a expensas de un incremento de los
serotipos 1/2a y 1/2b. Tampoco se ha observado ninguna
correlacion entre genotipo y serotipo, aunque quiza nues-
tra serie no sea lo suficientemente amplia como para po-
ner de manifiesto una correlacién que otros autores si han
descrito!”18,

La listeriosis es una infeccién transmitida por determi-
nados alimentos, y el estudio de los serotipos de las cepas
aisladas en alimentos y en humanos ha servido para iden-
tificar las vias de transmisién de la infeccién, y asi poder
controlar la cadena alimentaria. Estudios como el de De
Simén et al'® muestran una mayor prevalencia del seroti-
po 4b en las cepas que se aislan de los alimentos, lo cual
explicaria a su vez la elevada prevalencia de dicho seroti-
po en humanos.

La listeriosis es un problema de salud publica y por ello
se realizan controles de L. monocytogenes en la industria

alimentaria. Sin embargo, en Espaia no se considera una
enfermedad de declaracion obligatoria, lo que dificulta la
vigilancia de posibles brotes epidémicos. Dada la elevada
morbilidad y mortalidad de esta infeccién, seria recomen-
dable plantearse realizar los estudios epidemiolégicos ne-
cesarios para detectar y erradicar estos brotes.
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