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Mensajes clave de salud publica:

éQué querian abordar en este estudio?

Listeria monocytogenes es un patdégeno responsable de brotes de origen alimentario, especialmente peligrosos para las
mujeres embarazadas y las personas inmunodeprimidas. Quisimos explorar las caracteristicas epidemioldgicas, el agente
causal y la fuente de infeccion de un gran brote causado por L. monocytogenes en una region del sur de Espaia.

éQué hemos aprendido de este estudio?

Se detectaron un total de 207 casos confirmados microbiolégicamente y mas de 3.000 casos sospechosos durante el brote de
julio a octubre de 2019, que se relaciondé con carne de cerdo rellena contaminada. Observamos un impacto considerable en
las mujeres embarazadas y en los neonatos.

éCudles son las implicaciones de sus hallazgos para la salud publica?

La carne de cerdo rellena debe considerarse un nuevo alimento de riesgo. Es importante reforzar la seguridad alimentaria,

especialmente en una sociedad en la que se consume una cantidad cada vez mayor de alimentos listos para el consumo.
Ademas, la epidemiologia de campo es de gran valor para la deteccidon temprana de brotes.
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Entre el 1 de julio y el 26 de octubre de 2019 en Andalucia, Espaiia, se identificé un gran brote con 207
casos confirmados de listeriosis. Los casos confirmados tenian una media de edad de 44 afios (rango: 0-
94) y 114 eran mujeres (55,1%). La mayoria de los casos (n = 154) tuvieron gastroenteritis leve, 141
(68,1%) requirieron hospitalizacion y tres murieron; cinco de 34 mujeres embarazadas sufrieron un
aborto. La mediana del periodo de incubacion fue de 1 dia (rango: 0-30), y fue significativamente mas
corto en los casos que presentaban gastroenteritis en comparacion con los que no la presentaban (1 dia
frente a 3 dias, respectivamente, valor de p < 0,001). Se identifico como fuente de infeccidn la carne de
cerdo rellena, un producto listo para consumir sin calentar, procedente de un uUnico productor
contaminado con Listeria monocytogenes ST388. La cepa del brote se identifico en 189 muestras
humanas y 87 muestras no humanas (82 alimentos y 5 ambientales). La notificacion de nuevos casos
disminuyé bruscamente tras la aplicaciéon de medidas de control. Estas fueron la retirada de alimentos
contaminados, protocolos para el manejo clinico de los casos sospechosos y para la profilaxis post-
exposicion en mujeres embarazadas y campaias de comunicacidn con mensajes directos a la poblacion
a través de los medios de comunicacion. Dado que hubo 3.059 casos probables, este fue el mayor brote
de L. monocytogenes jamas registrado en Europa.

Antecedentes

Listeria monocytogenes es un bacilo intracelular facultativo omnipresente y el patégeno responsable de la
enfermedad de la listeriosis. El consumo de alimentos contaminados es la via de transmisién mas importante en los
brotes de listeriosis. L. monocytogenes puede persistir en condiciones ambientales adversas, incluidas las bajas
temperaturas (es decir, los frigorificos) y multiplicarse en diversos alimentos, como productos lacteos pasteurizados
y no pasteurizados (leche, queso blando), productos carnicos (salchichas, paté), frutas y verduras frescas (lechuga) y
productos de la pesca (salmén ahumado) [1].

El espectro clinico de la listeriosis va desde la infeccion asintomatica y la gastroenteritis febril, a menudo
autolimitada, hasta la enfermedad invasiva, con sepsis y meningoencefalitis como principales sindromes clinicos.
Los factores de riesgo son la edad avanzada, el embarazo y las situaciones que debilitan el sistema inmunitario,
como el cancer, los trasplantes, la infeccion por VIH no tratada, el tratamiento con esteroides y las enfermedades
crénicas [2]. Menos frecuentes que los casos de transmisidn alimentaria -pero con gran repercusién clinica- son los
casos de transmision vertical, que se producen principalmente cuando el patégeno atraviesa la barrera placentaria
[3]. La listeriosis asociada al embarazo merece una atencidn especial, ya que la infeccién fetal es frecuente y la
corioamnionitis puede dar lugar a una meningitis neonatal, caracterizada por una alta tasa de mortalidad a pesar del
tratamiento adecuado. La incidencia de la listeriosis ha ido aumentando de forma constante en Europa desde 2008
(con la excepcién de 2020, probablemente debido a la falta de notificacion durante la pandemia de COVID-19). En
2020, Estonia e Islandia fueron los paises de la Unién Europea/Espacio Econémico Europeo (UE/EEE) con la mayor
tasa estandarizada por edad (1,39 y 1,19 por 100.000 habitantes, respectivamente) [4]. Segun los registros de
hospitalizacion, Espafia ha experimentado una tendencia al alza desde 1997. Por ejemplo, durante el periodo 1997-
2015, la tasa de hospitalizacion en el grupo de edad = 65 afios aumenté de 0,5 por 100.000 habitantes a casi 3,0 por
100.000 [5]. En Espafia, la notificacidén de los casos de listeriosis es obligatoria. En la regién de estudio, Andalucia,
una comunidad autéonoma del sur de Espafia, la listeriosis es una enfermedad de declaracion obligatoria desde 1996,
desde el desarrollo de su sistema de vigilancia epidemioldgica (SVEA, Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de
Andalucia), que esta integrado en la red nacional de vigilancia.

Deteccion del brote

El 5 de agosto de 2019, los epidemidlogos locales de atencién primaria del Distrito Sanitario Aljarafe, en la provincia
de Sevilla (Andalucia), notificaron al SVEA tres casos de intoxicacidn alimentaria ocurridos la semana anterior. Uno
de los casos fue hospitalizado; el hemocultivo de este paciente reveld posteriormente el crecimiento de L.
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monocytogenes. En los dias siguientes, se notificaron otros cinco clusters con un total de 32 casos en Sevilla y una
provincia andaluza adyacente, y se identificé el mismo patégeno en dos de esos clusters. Estos hechos motivaron la
respuesta de las autoridades sanitarias locales el 7 de agosto, con instrucciones para intensificar la vigilancia
epidemiolégica y la toma de muestras ambientales en determinados establecimientos alimentarios. Para el 9 de
agosto, el recuento total de pacientes habia alcanzado los 22, que incluian otros cuatro casos que requerian
hospitalizacidon. En los dias siguientes, a la vista de la informacidn procedente de las entrevistas epidemioldgicas,
junto con los resultados microbioldgicos de las muestras no humanas, el gobierno regional constituyé un comité
multidisciplinar para investigar el brote, compuesto por profesionales de la vigilancia epidemiolégica, de asistencia
sanitaria (incluida la atencidn de urgencias y de enfermedades infecciosas), la microbiologia, la seguridad alimentaria
y las autoridades sanitarias. El objetivo de la investigacidn del brote era doble: (i) identificar el agente causal y la
fuente de infeccidn para prevenir cualquier otro caso vy (ii) descubrir las razones que explican la rdpida progresion del
brote. Aqui describimos el brote y las investigaciones epidemiolégicas, microbiolégicas y ambientales que se
llevaron a cabo para responder a estas preguntas.

Métodos
Definicion de los casos

La ventana temporal del brote abarcé desde el 1 de julio hasta el 26 de octubre de 2019. El inicio del brote se definid
por un aumento sostenido de nuevos casos semanales (mas de tres casos semanales durante al menos 2 semanas
consecutivas) y el final se definid por 70 dias (el periodo méaximo de incubacién de la listeriosis) después de la
retirada de los productos alimenticios contaminados. Los casos confirmados se definieron como pacientes que,
dentro de este periodo, tenian una muestra en la que se habia detectado L. monocytogenes con confirmacién
gendmica por secuenciacidon del genoma completo (WGS) o sintomas compatibles con listeriosis y antecedentes de
consumo de productos potencialmente contaminados (cualquier producto carnico del establecimiento X o carne de
cerdo rellena de cualquier establecimiento). Los casos probables se definieron como los pacientes que, dentro de
este periodo, presentaban criterios clinico-epidemiolégicos, pero no la deteccidon de L. monocytogenes. Los criterios
para la definicidn de los casos se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios clinicos, microbiolégicos y epidemiolégicos de definicidn de casos del brote de listeriosis, Andalucia, Espaina,
1 de julio-26 de octubre de 2019.

Tipo de caso asociado

Criterios de definicion de caso Confirmado Confirmado Probable

( por WGS)

Clinicos Criterio A: cualquier sintoma compatible con listeriosis No requerido
Criterio A: aislamiento de L. monocytogenes en un lugar normalmente X X NA
estéril (o en las heces, si hay una alta sospecha clinica epidemioldgica)
Microbioldgicos | Criterio B1: genoma relacionado con la cepa del brote (CC388; ST-388; X NA NA
CT-8466)
Criterio B2: el genoma no esta disponible NA X X
Criterio A: consumo de cualquier producto céarnico de la instalacion X o
de carne de cerdo rellena de cualquier instalacion en los 70 dias | No requerido X X
Epidemioldgicos | anteriores al inicio de los sintomas
Criterio B: inicio de los sintomas o fecha de diagndstico compatible X X X
con el periodo del brote (1 de julio-26 de octubre de 2019

CC: complejos clonales; CT: tipo cluster; L.: Listeria; NA: no aplicable; ST: tipo de secuencia; WGS: secuenciacidén del ggnoma completo; X: criterio
requerido para cumplir una definicion de caso especifica.

a Los sintomas compatibles con la listeriosis incluyen (i) en todos los casos, gastroenteritis aguda, fiebre, enfermedad similar a la gripe, meningitis
o meningoencefalitis, sepsis e infecciones localizadas (como abscesos, artritis y endocarditis); (ii) en mujeres embarazadas, aborto espontaneo,
mortinato y parto prematuro; y (iii) en recién nacidos, granulomatosis infantiseptica, meningitis o meningoencefalitis, sepsis, disnea y lesiones
mucocutdneas.
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La listeriosis invasiva se defini6 como la listeriosis que se presenta con el aislamiento de L. monocytogenes de un
sitio normalmente estéril o, en el marco de los casos asociados al embarazo, de la placenta o del tejido fetal: (i)
pérdida del embarazo (incluyendo el aborto espontaneo, antes de la 202 semana de gestacién y el nacimiento de un
bebé muerto, después de este periodo), (ii) nacimiento prematuro (antes de la 372 semana) o (iii) infeccién por L.
monocytogenes en el recién nacido: (i) granulomatosis infantil, (ii) meningitis o meningoencefalitis, (iii) sepsis, (iv)
disnea y (v) lesiones mucocutaneas. La asociacion de los casos neonatales a este brote se evalud individualmente,
independientemente de la fecha de inicio de los sintomas (en adelante, inicio de la enfermedad).

La inmunosupresién se definié como trasplante de érganos soélidos, trasplante de células madre hematopoyéticas,
cancer sélido con metastasis, cancer sélido sometido a quimioterapia y/o radioterapia, neoplasias hematoldgicas,
neutropenia grave (< 500 neutrdfilos/uL) enfermedad renal crénica en estadio IV, inmunodeficiencias primarias
(excepto el déficit de IgA), infeccidn por VIH con un recuento de linfocitos T CD4+ inferior a 200 células/ml en los 6
meses anteriores a la hospitalizacidn, y enfermedades inflamatorias crdnicas tratadas con terapia inmunosupresora
de alto nivel [6].

Las secuelas se definieron como signos o sintomas persistentes presentes al menos 3 meses después del alta
hospitalaria o, en el caso de la listeriosis gestacional, la pérdida del embarazo.

Investigacion epidemioldgica

Cuestionario

La informacién clinico-epidemioldgica de los casos (i.e. sintomas, consumo de alimentos, periodo de incubacidn,
hospitalizacion) se extrajo de dos fuentes: los registros del SVEA, que recogen datos epidemiolégicos basados en los
casos, y las historias clinicas digitales del Servicio Andaluz de Salud, de las que se extrajeron detalles clinicos
complementarios con el uso de un formulario estandarizado de investigacion de casos. Los epidemidlogos del SVEA
intentaron entrevistar a todos los pacientes con listeriosis confirmada o probable en un plazo de 24 horas, utilizando
un cuestionario estandarizado (el Suplemento S1 contiene el cuestionario epidemiolégico del SVEA).

El cuestionario incluia informacion epidemiolégica, clinica y de laboratorio, asi como una serie de preguntas sobre la
exposicion a alimentos (productos carnicos, leche y lacteos, pescado y marisco, verduras, platos precocinados) en los
21 dias anteriores al inicio de la enfermedad. Se evalud tanto la dieta del paciente como los alimentos ingeridos en
eventos especiales. Si el paciente era un nifio (de edad < 12 afos) o no podia responder, se entrevisté al familiar
mas cercano. Algunas cuestiones, como las exposiciones a alimentos y los criterios de definicidn de caso, se
modificaron en el transcurso del brote en agosto de 2019, para adaptar el cuestionario a la investigacién del brote
(Suplemento S1: Cuestionario epidemioldgico de la SVEA).

Busqueda activa de casos

Se realizé una busqueda activa de casos prospectiva y retrospectiva. Las autoridades sanitarias aconsejaron a la
poblacidn general que evitara el consumo de alimentos sospechosos de ser un posible vehiculo (véase mas adelante)
y alentaron a las personas que desarrollaron sintomas de listeriosis a buscar atencion médica. Las actualizaciones del
brote se compartieron con los epidemidlogos del SVEA y el personal sanitario para mejorar la deteccidon de nuevos
casos; todos los aislados de L. monocytogenes disponibles de 2017 a 2019 fueron secuenciados por WGS. También
se recopild informacion sobre posibles casos relacionados con el brote en otras regiones de Espafia, asi como en
otros paises, a partir de la base de datos de vigilancia nacional (SiViEs) y la plataforma de comunicacién con la
UE/EEE (Sistema de Alerta y Respuesta Temprana (EWRS)). A nivel nacional, cualquier caso con una muestra,
incluyendo heces, con la cepa del brote (IVb; CC388; ST-388; CT-8466) se consideré como un caso de brote
confirmado (esta definicidn diferia ligeramente de la de la regién de estudio). Los casos detectados a nivel nacional
e internacional se describen brevemente en una seccién aparte.
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Analisis estadistico

Para comparar la duracién del periodo de incubacidn entre grupos con diferentes presentaciones clinicas, se utilizd
la prueba de suma de rangos de Wilcoxon. Para analizar los factores asociados a la duracién del periodo de
incubacion, se aplicé un modelo de regresién logistica multivariable, ajustando por sexo, edad y dias transcurridos
desde el inicio del brote. La hipdtesis era que un mayor nimero de dias transcurridos desde el inicio del brote podria
implicar un mayor grado de contaminacién y, por tanto, un periodo de incubacién mds corto, mientras que lo
contrario seria cierto para algunas formas clinicas (por ejemplo, la listeriosis gestacional). La colinealidad del modelo
se midié mediante los factores de inflacion de la varianza, fijando el umbral de no colinealidad en < 2,5. La
calibracién del modelo se evalué mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow. La significacion de los coeficientes de
regresion se evalué mediante la prueba de Wald, con valores de p <* 0,05 considerados significativos. Los andlisis se
realizaron con el software R version 4.1.0 [7].

Investigacion microbioldgica

Recogida de muestras clinicas y secuenciacion del genoma completo

Las muestras humanas (por ejemplo, sangre, liquido cefalorraquideo, placenta, muestras de heces) se recogieron
ante la sospecha clinica de listeriosis por parte de los profesionales sanitarios en Andalucia. Para la investigacion de
este brote, todos los aislados de L. monocytogenes disponibles procedentes de casos confirmados entre 2017 y 2019
en Andalucia fueron remitidos al Centro Nacional de Microbiologia (CNM) para su secuenciacién. Brevemente, el
proceso consistié en la extraccion de ADN de un cultivo puro, que fue cuantificado y cualificado, la preparacién de
librerias paired-end y la realizacién de WGS en las plataformas MiSeq o NextSeq (lllumina). Una vez secuenciado el
genoma, las lecturas se ensamblaron de novo para caracterizar los aislados.

La caracterizacidn implicd: (i) la identificacién del serogrupo/serotipo mediante un ensayo de PCR in silico multiple
[8,9], (ii) la determinacion del tipo de secuencia (ST) mediante la tipificacion de secuencias multilocus (MLST),
combinando fragmentos de siete genes [10], (iii) el complejo clonal [10], (iv) la determinacidon del tipo de cluster (CT)
siguiendo el esquema de MLST del genoma central de Ruppitsch, que contiene un perfil alélico de 1701 genes [11] y
(v) comparacion del genoma, definiendo como aislados potencialmente relacionados aquellos con cuatro o menos
diferencias en el perfil alélico, segun el MLST del genoma central [12]. No todas las muestras humanas se sometieron
a analisis de laboratorio, ya que una minoria de las muestras estaban contaminadas o no tenian suficiente material
para realizar la WGS.

Investigaciones de busqueda alimentaria y ambiental

Las muestras alimentarias y ambientales (de superficies potencialmente expuestas) se obtuvieron de
establecimientos alimentarios, incluyendo fabricas, mercados y tiendas de comestibles, bares y restaurantes;
algunas muestras fueron proporcionadas por los consumidores desde sus hogares, cuando estaban disponibles.
Estas investigaciones se guiaron por los lugares donde se producian, vendian o consumian los productos
alimentarios sospechosos. Se realizé una inspeccion en la instalacion principal sospechosa de ser la fuente de la
infeccidn, en la que se tomaron muestras de materias primas, alimentos procesados, superficies de trabajo, equipos
de procesamiento de alimentos y otros tipos de maquinaria. Las investigaciones de rastreo se basaron en la
deteccidon de bacterias segun el método ISO 11290-2, que especifica que la cuantificacién de las unidades
formadoras de colonias por gramo (UFC/g) es obligatoria en los productos alimentarios listos para el consumo (RTE)
que no soportan el crecimiento de L. monocytogenes; y/o el método ISO 11290-1, que consiste en determinar la
ausencia o presencia de L. monocytogenes. En total, se tomaron mas de 200 muestras no humanas durante la
investigacién del brote. Para confirmar la asociaciéon entre los casos confirmados y el vehiculo alimentario
sospechoso, el CNM también realizé WGS en determinadas muestras de alimentos siguiendo el proceso descrito
anteriormente.
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Resultados
Epidemiologia descriptiva

Durante el periodo del brote en Andalucia, se investigaron 3.582 casos sospechosos: 207 fueron confirmados y
3.059 probables; 316 casos fueron excluidos por no cumplir los criterios de definicion de caso. De los casos
confirmados, 197 (95,2%) fueron entrevistados, la mayoria en las 48 horas siguientes a su notificacion. Las fechas de
inicio de los sintomas oscilaron entre el 7 de julio y el 7 de octubre de 2019, alcanzando el maximo el 16 de agosto
con 43 casos (Figura 1). Los casos confirmados tenian una media de edad de 44 afios (rango: 0-94) y 114 eran
mujeres (55,1%). Sus caracteristicas demograficas y epidemioldgicas se muestran en la Tabla 2. A pesar de estar
afectadas cuatro provincias, la mayoria de los casos confirmados se produjeron en Sevilla (78,7%) (Figura 2).

Figura 1. Casos confirmados de listeriosis por fecha de inicio de los sintomas, Andalucia, Espafia, 1 de julio-26 de octubre de
2019 (n = 207)
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Se evalué el periodo de incubacidn en todos los casos confirmados de los que se disponia de informacién sobre la
fecha de inicio de la enfermedad y la fecha de exposicion a los alimentos (n = 179, 86,5%), lo que arrojé una mediana
de 1 dia (rango intercuartil (IQR): 1-3 dias, rango: 0-30). Hubo diferencias estadisticamente significativas (valor p de
la prueba de suma de rangos de Wilcoxon < 0,001) entre los casos confirmados de listeriosis que se presentaron con
gastroenteritis (n = 154, mediana: 1 dia, IQR: 1-2) y sin gastroenteritis (n = 53, mediana: 3 dias, IQR: 1-7,5). La figura
3 representa la distribucion del periodo de incubacidon entre ambos subgrupos. Las variables "presentacion
gastrointestinal" y "mayor numero de dias transcurridos desde el inicio del brote" se asociaron de forma
independiente con un periodo de incubacién mas corto (de 2 dias o0 menos) en un modelo de regresidn logistica
multivariable, ajustado por edad, sexo e inmunosupresion (el Suplemento S2 muestra el modelo de regresidn
logistica multivariable).
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Caracteristicas clinicas

Se diagnosticd una forma clinica invasiva en casi todos los pacientes con listeriosis confirmada (n = 194, 93,7%) y dos
de cada tres requirieron hospitalizacién (n = 141, 68,1%). Se observé listeriosis gestacional en 14 pacientes (6,8%),
similar a la listeriosis neonatal (n = 11, 5,3%). La inmunosupresion (10,1%), la diabetes mellitus (9,7%) y el cancer
(4,3%) constituyeron las principales condiciones subyacentes. El desenlace fue conocido en 203 pacientes (98,1%).
De ellos, la mayoria se curd (91,6%), mientras que el 6,9% desarrollé secuelas y tres fallecieron (tasa global de
letalidad: 1,5%). En concreto, de las 34 mujeres embarazadas, cinco experimentaron una pérdida de embarazo. Las
caracteristicas clinicas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 2. Caracteristicas epidemioldgicas de los casos confirmados de listeriosis. Andalucia. Espaiia 1 Julio — 26
Octubre 2019. ( n=207)

Casos confirmados

Variable Total ‘ Hembra

Numero de casos 207 100 114 55,1 93 44,9
Edad, afios

Mediana IQR 44 33-61 38 31-58 47 35-64
0-4 8 3,9 0 0 8 8,6
5-19 11 5,3 9 7,9 2 2,2
20-29 25 12,1 17 14,9 8 8,6
30-39 45 21,7 32 28,1 13 14,0
40-49 36 17,4 17 14,9 19 20,4
50-59 26 12,6 12 10,5 14 15,1
60 -69 24 11,6 12 10,5 12 12,9
70-79 19 9,2 8 7,0 11 11,8
80—-100 13 6,3 7 6,1 6 6,5
Provincia

Sevilla 163 78,7 95 83,3 68 73,1
Huelva 29 14,0 13 11,4 16 17,2
Cadiz 11 5,3 2 1,8 9 9,7
Malaga 4 1,9 4 3,5 0 0
Exposicién a alimento °

Cerdo relleno 186 89,9 105 92,1 81 87,1
Pollo/pavo 1 0,5 1 0,9 0 0
Jamoén curado 1 0,5 1 0,9 0 0
Doner kebab 1 0,5 0 0 1 1,1
Carne a la pimienta 1 0,5 1 0,9 0 0
Jamén cocido con queso 1 0,5 0 0 1 1,1
Desconocido 16 7,7 6 5,3 10 10,8
Productor °

Establecimiento X 127 61,4 75 65,8 52 55,9
Otro productor 1 0,5 1 0,9 0 0
Desconocido 79 38,2 38 33,3 41 44,1

IQR: rango intercuartil.
a Los valores que faltan se presentan como "desconocidos".
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Deteccion de Listeria monocytogenes en muestras humanas

Las muestras clinicas, es decir, la matriz bioldgica/los tejidos, tomadas durante el brote en las que se aislé L.
monocytogenes se conocieron en 173 pacientes (83,6%). La sangre fue, con mucho, la muestra mas frecuente
recogida de los individuos (n = 145, 83,8%), seguida del liquido cefalorraquideo (n = 13, 7,5%), las muestras de heces
(n =5, 2,9%) y el tejido placentario (n = 4, 2,3%). Entre los pacientes asintomaticos (n = 15), L. monocytogenes
también se detectd principalmente en la sangre (n = 12, 80%). Sin embargo, en 34 muestras (17,4%) se desconocia el
tipo de muestra clinica.

Mediante WGS de muestras clinicas tomadas ante la sospecha clinica de listeriosis antes del brote (entre 2017 y
2019), la bdsqueda activa de casos identificé 16 casos adicionales confirmados por WGS que precedieron al inicio del
brote en varios meses (las fechas de inicio de la enfermedad oscilaron entre noviembre de 2018 y junio de 2019). Las
entrevistas epidemioldgicas revelaron que solo uno de estos casos habia consumido el producto carnico
contaminado. Por lo tanto, se consideraron casos histéricamente asociados y no se incluyeron en la investigacion del
brote; el Suplemento S3 muestra los detalles de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los casos
histéricamente asociados.

Figura 2. Distribucién espacial de los casos confirmados de listeriosis. Andalucia. Espaiia 1 Julio — 26 Octubre 2019.
(n=207)
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Los distritos sanitarios estan marcados de la siguiente manera: 1. Sevilla, 2. Aljarafe, 3. Sevilla Sur, 4. Sevilla Este, 5. Sevilla
Norte, 6. Condado-Campifia, 7. Huelva-Costa, 8. Jerez-Costa Noroeste, 9. Bahia de Cadiz-La Janda, 10. Campo de Gibraltar
11. Costa del Sol, 12. Malaga, 13. Axarquia. Los distritos de salud 1 a 5 pertenecen a la provincia de Sevilla, 6 y 7 a la de
Huelva, 8 a 10 a la de Cadiz y 11 a 13 pertenecen a la provincia de Malaga. La ubicacién del centro X se indica con un
punto verde. Véase el Suplemento S4 para la incidencia por 100.000 poblacién, por distrito sanitario.
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Resultados epidemioldgicos e investigacion de la fuente de infeccion

En Andalucia, la mayoria de los casos confirmados se distribuyeron en el distrito sanitario de Sevilla y sus distritos
vecinos; el distrito Condado-Campifia, en la provincia de Huelva, tuvo la mayor incidencia de listeriosis, con 15,6
casos por cada 100.000 habitantes (el Suplemento S4 muestra la incidencia de listeriosis por distrito sanitario). La
exposicion a los alimentos en los 21 dias anteriores al inicio de la enfermedad comunicada por los casos de estos
distritos dio lugar a una sospecha inicial. En particular, 186 casos (94,4% de los entrevistados) informaron de que
habian comido carne de cerdo rellena (un alimento listo para consumir; una imagen representativa se muestra en la
figura 4), y 127 (64,5% de los entrevistados) de que habian comido ese alimento de la misma marca (tabla 2). Por
ello, se afiadié al cuestionario estandar un item especifico sobre el consumo de carne de cerdo rellena. Cuando se
les preguntd, la mayoria de los casos informaron de que habian comprado la carne de cerdo rellena en diversos
establecimientos alimentarios, principalmente supermercados y bares. De hecho, como uno de los primeros casos
confirmados se produjo después de la adquisicion de carne de cerdo rellena en una tienda de comestibles, la
investigacién de rastreo en ese establecimiento apuntd a una instalacion especifica donde se producia, como se
describe en la siguiente seccidon. También se notificé el consumo de otros alimentos, aunque en menor medida, con
cinco casos que informaron del consumo de pollo o pavo, jamén curado, doner kebab, carne a la pimienta o jamén
cocido con queso, como se muestra en la Tabla 2.

Figura 3. Duracidn del periodo de incubacién entre casos confirmados de listeriosis con ( n= 154) y sin ( n=53)
presentacion gastrointestinal. Andalucia. Espafa 1 Julio — 26 Octubre 2019.
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Investigacion microbioldgica

Se dispuso de datos de identificacion del serogrupo y de WGS para 189 muestras humanas (91,3%). Todas
pertenecian al serogrupo IVb y la cepa del brote se caracterizd como tipo de secuencia (ST) 388, complejo clonal (CC)
388y tipo de cluster (CT) 8466.

Investigacion ambiental

El 8 de agosto, antes de la deteccion de L. monocytogenes en las muestras clinicas, una familia informé de sintomas
gastrointestinales en algunos de sus miembros después de comprar y consumir carne de cerdo rellena en una tienda
de comestibles. La inspeccién de dicha tienda reveld que vendia carne de cerdo rellena de dos marcas, cada una
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producida por una empresa diferente, por lo que se tomaron muestras de ambos productos de estas dos marcas y se
analizaron para detectar L. monocytogenes. Una de las dos muestras dio positivo para L. monocytogenes; nos
referimos al lugar donde se obtuvo esta muestra como Instalacién X. Hubo una inspeccién en la Instalacién X el 15
de agosto de 2019, pero no hubo muestras contaminadas en la inspeccidn inicial de la Instalacion X. Sin embargo,
hubo nueve muestras no humanas contaminadas (cuatro alimentos y cinco muestras ambientales) de la instalacidn X
identificadas en los primeros 10 dias. Durante los dos meses siguientes, se detectaron 55 muestras alimentarias
adicionales del establecimiento X que estaban contaminadas. No se conocen las fechas exactas del muestreo en la
instalacién X, pero la mayoria de las muestras se tomaron entre el 15 y el 30 de agosto de 2019.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los casos confirmados de listeriosis. Andalucia. Espafa 1 Julio — 26 Octubre
2019. ( n=207)

Casos confirmados

Variable Total Hembra
N =207 N=114
n n
Factores predisponentes
Embarazo 34 16,4 34 29,8 NA NA
Inmunosupresion 21 10,1 12 10,5 9 9,7
Diabetes mellitus 20 9,7 10 8,8 10 10,8
Cancer 9 4,3 3 2,6 6 6,5
Cirrosis hepatica 2 1,0 0 0 2 22,6
Infeccién VIH® 1 0,5 0 0 1 67,7
Forma clinica
Listeriosis invasiva 194 93,7 110 96,5 84 90,3
- Listeriosis gestacional 14 6,8 14 12,3 NA NA
- Listeriosis neonatal 11 5,3 5 4,4 6 6,5
- Meningoencefalitis o sepsis 28 13,5 7 6,1 21 22,6
Enfermedad gastrointestinal 154 74,4 91 79,8 63 67,7
Hospitalizacion
Numero 141 68,1 87 76,3 54 58,1
Duracién de estancia (mediana de dias, IQR) 9 6-15 8 6-—14 12 6—
21
Desenlace”
Curacién 186 89,9 104 91,2 82 88,2
Secuelas* 14 6,8 7 6,1 7 7,5
Muerte® 3 1,4 2 1,8 1 1,1
Desconocido 4 1,9 1 0,9 3 3,2

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; IQR: rango intercuartil.

a El caso tenia un recuento de células T CD4+ > 200 células/uL y, por tanto no se considerd inmunodeprimido.

b Los valores que faltan se presentan como "desconocidos".

c Las secuelas, definidas como signos o sintomas persistentes presentes al menos 3 meses después del alta hospitalaria o,
en caso de listeriosis gestacional, la pérdida del embarazo, incluia: hidrocefalia, disfagia persistente, artralgias
persistentes, debilidad muscular, deterioro del estado general, infeccion por citomegalovirus refractaria, mortinatos y
abortos espontaneos.

d Todas las muertes registradas fueron notificadas en pacientes de mas de 70 afios.
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Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias de L. monocytogenes por gramo (UFC/g) en 42 muestras de
alimentos, encontrando valores entre 987 y 52 x 10° UFC/g, muy por encima del limite de seguridad establecido por
la normativa de la Unién Europea (UE) (en 100 UFC/g [13]) y, por tanto, reflejando un alto grado de contaminacion
(el Suplemento S5 muestra los valores de UFC/g de L. monocytogenes en las diferentes muestras de alimentos
contaminados). Algunas muestras analizadas se tomaron en la Instalacion X, mientras que el resto fueron aportados
directamente por los consumidores desde sus hogares, donde es posible que no se dieran las condiciones para la
correcta conservacion de los alimentos.

Coordinacidn a nivel nacional e internacional

El 16 de agosto de 2019 se notificé la alerta al Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES),
organismo del Ministerio de Sanidad encargado de la coordinacién nacional de las alertas de salud publica y punto
focal nacional de comunicaciéon con el Centro Europeo de Prevencién y Control de Enfermedades (ECDC) y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). El CCAES, junto con el CNM, el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) y
todas las comunidades auténomas, establecieron un protocolo comun para la investigacion del brote y una
definicién de caso a nivel nacional. Se comunicaron al SiViEs otros 10 casos de brotes procedentes de seis regiones
diferentes de Espaia. A través de la plataforma del SAPR, las autoridades sanitarias francesas notificaron un caso
confirmado en un individuo que habia consumido carne de cerdo en Sevilla el 13 de agosto. Ademas, el 5 de agosto
de 2019, el Punto Focal Nacional de Espafa se puso en contacto con el Punto Focal Nacional de Alemania a través
del SAPR para verificar la informacion sobre varios casos de listeriosis comunicados por los medios de comunicacidn.
Sin embargo, las autoridades de salud publica alemanas no pudieron verificar dichos casos.

Medidas de control del brote

Las autoridades sanitarias regionales declararon una alerta de salud publica el 15 de agosto de 2019. Al dia siguiente,
se fomenté la limpieza y desinfeccion de la instalacion X y se dio la orden de retirar la carne de cerdo rellena de la
instalacién X, tras lo cual se observé una reduccidn abrupta del nimero de nuevos casos confirmados de listeriosis.
El 19 de agosto, se detuvo la produccidn de cualquier alimento en la instalacion X hasta que se pudiera garantizar la
seguridad. El 20 de agosto, la orden de retirada del mercado se amplié a toda la carne o los derivados carnicos
producidos en el centro X, y tres dias después se actualizd la alerta para incluir todos los productos alimentarios del
centro X. Paralelamente a las medidas de seguridad alimentaria, se elaboraron y difundieron entre el personal
sanitario dos protocolos de gestion clinica. El primer protocolo era para el manejo de pacientes con sospecha de
listeriosis. El segundo protocolo fue para la profilaxis post-exposicion (PEP) con amoxicilina (después de que las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana excluyeran la resistencia a la ampicilina en la cepa del brote) en mujeres
embarazadas con antecedentes de consumo de carne de cerdo rellena, incluyendo un seguimiento para evaluar si
desarrollaban sintomas de listeriosis. Durante el periodo comprendido entre el 5 y el 27 de septiembre de 2019, se
entrevisté a mas de 30.000 mujeres embarazadas en Andalucia durante el periodo del brote vy, tras la evaluacién
individual, se recomendd la PEP a un 5% aproximadamente. Este protocolo se desarrolld para este brote especifico
en un intento de limitar el impacto potencial en las mujeres embarazadas.

El SVEA adaptd su protocolo para casos de listeriosis a las necesidades de la respuesta al brote. Junto con la alerta de
salud publica, se lanzé una campafia de comunicacién en los medios de comunicacién nacionales el 15 de agosto de
2019 para aumentar la conciencia publica del brote. A través de los medios de comunicacién tradicionales y sociales
se difundieron diariamente mensajes claros y concisos sobre los productos afectados por la alerta, las medidas de
higiene basicas relacionadas con la preparacién y el consumo de alimentos, los sintomas compatibles con la
listeriosis, la orientacion a las mujeres embarazadas con antecedentes de consumo de productos potencialmente
contaminados y las recomendaciones generales sobre cudando buscar atencion médica.

Al final del brote, se habian inspeccionado mas de 1.800 establecimientos alimentarios, con contaminacion por L.
monocytogenes en 87 muestras no humanas. La mayoria de las muestras positivas procedian de productos
alimentarios que incluian carne de cerdo rellena (n = 76) y otros derivados del cerdo (n = 6). Las muestras restantes
(n =5) eran ambientales, en su mayoria procedentes de superficies de maquinaria en la instalacidn X. Entre ellas se
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encontraban un carro de horno, inyectores de carne (jeringas metdlicas utilizadas para afiadir condimentos a la
carne) y un respiradero de aire acondicionado. En cuanto a la WGS, se demostré que ocho muestras de alimentos
albergaban la cepa del brote.

El ultimo caso confirmado de listeriosis se notificd el 7 de octubre de 2019. El 26 de octubre, una vez transcurridos
70 dias desde la retirada de la carne de cerdo rellena potencialmente contaminada, se declaré el fin del brote. La
distribucion de los productos de la Instalacidn X se limitd casi exclusivamente a la region del estudio, pero se calcula
que la retirada de alimentos afecté a mds de 8 toneladas de productos carnicos. Cabe destacar que, paralelamente a
este brote, hubo otras dos alertas alimentarias debidas a L. monocytogenes en la regién del estudio. La WGS
demostré que habia al menos cinco diferencias alélicas en los perfiles genéticos, por lo que estas alertas no estaban
relacionadas con el brote (datos no mostrados), pero seguian planteando dificultades para su control.

Figura 4. Imagen representativa de la carne de cerdo rellena similar al tipo implicado en el brote de listeriosis.
Andalucia. Espaia. 1 julio — Octubre 2019.

El cerdo relleno es una de las tapas mas populares en las provincias afectadas por el brote. Consiste en una pieza de lomo
de cerdo relleno de ajo, diversas especias y sal que se asa durante unas 2 horas hasta que esté tierna. Los consumidores
suelen conservar la carne de cerdo rellena en el frigorifico entre 0°C y 4°C, ya que se consume como un corte frio (sin
calentamiento previo).

Fuente: Reconocimiento-no comercial-compartido 2.0 genérico (CC BY-NC-SA 2.0). No se han realizado cambios en la
imagen. Disponible de: https://www.flickr.com/photos/annalibera/6384563207/in/photostream

Discusion

Hasta donde sabemos, reportamos el mayor brote de listeriosis en Espafia y uno de los mayores en Europa hasta la
fecha. Entre 2018 y 2019, se produjo un gran brote en Alemania, que incluyé 112 casos confirmados de listeriosis
invasiva asociada con morcilla contaminada [14]. No se habia notificado ningln brote europeo con 200 o mas casos
confirmados desde 1992, cuando se registraron 279 casos confirmados de listeriosis relacionados con el consumo de
lengua de cerdo en gelatina en Francia [15]. En el presente estudio, la contaminacion de carne de cerdo rellena
procedente de un Unico productor dio lugar a un gran brote a nivel nacional en Espafia, que afecté principalmente a
cuatro provincias de la regidon de Andalucia durante un periodo de 17 semanas. Una vez detectado el brote a
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principios de agosto, la fuente alimentaria se identificd rapidamente en 10 dias mediante entrevistas
epidemiolégicas y posteriormente se confirmé mediante WGS, que detecté la cepa del brote (IVb; CC388; ST-388;
CT-8466, disponible en la base de datos de Listeria PasteurMLST) en los aislados clinicos y en los aislados no
humanos de las muestras alimentarias tomadas en la instalacion X. La notificacion de nuevos casos cesd tras la
aplicaciéon temprana de las medidas de control, es decir, la retirada de los productos, lo que sugiere que los
productos alimentarios de otras instalaciones no desempefiaron un papel importante en el desarrollo del brote.

La listeriosis invasiva fue el resultado clinico mas frecuente segun los criterios microbiolégicos (L. monocytogenes
detectada en sangre) y los sintomas gastrointestinales fueron las manifestaciones mas frecuentes.
Sorprendentemente, sélo el 12% de los casos estaban asociados al embarazo (listeriosis gestacional y neonatal) y
pocos casos estaban gravemente inmunocomprometidos, a pesar de ser los principales grupos de riesgo afectados
por la listeriosis invasiva. Esta paradoja clinica puede haberse visto influida por una mayor sensibilidad de la
deteccidn clinica, en parte debido a la atencidn mediatica.

Contrariamente a las estimaciones de otros grandes brotes de listeriosis, en este brote se encontré una CFR
relativamente baja (1,5%). Por ejemplo, la CFR fue del 6,3% (7/112) en el brote de listeriosis invasiva citado en
Alemania. En Dinamarca, la CFR en un brote a nivel nacional en 2013-14 fue del 41,5% (17/41) [16], y se informé de
una CFR del 13,0% (14/108) en un brote multiestatal en los Estados Unidos (EEUU) en 1998 [17]. El brote de
listeriosis que causo el mayor numero de muertes registrado ocurrié en Sudafrica de 2017 a 2018 y tuvo una CFR del
26,5% (193/728) [18]. Sin embargo, hay que tener en cuenta varias advertencias al comparar estas tasas. En primer
lugar, este brote incluyd casos sin sintomas de listeriosis invasiva, que no se notifican rutinariamente en otros
sistemas de vigilancia epidemiolégica. En segundo lugar, en cuanto a los resultados, las pérdidas de embarazos se
clasificaron como secuelas en lugar de muertes. En tercer lugar, no todos los alimentos favorecen por igual el
crecimiento de L. monocytogenes, que varia en funcién del tipo de producto, su preparacidn, almacenamiento y
consumo. Existen disparidades incluso entre los productos RTE, como muestran los valores de UFC/g de L.
monocytogenes en las muestras de alimentos observados en este estudio. Esto contrasta con los resultados del
brote de Alemania (todas las muestras de morcilla sin abrir estaban por debajo de 100 UFC/g) en el que la
contaminacion probablemente se produjo después de la produccién [14]. Por ultimo, las caracteristicas clinicas de
los individuos infectados constituyen uno de los factores mas determinantes de la gravedad del resultado. Aunque
los tres pacientes que murieron en este brote tenian mds de 70 afios y uno de ellos padecia una neoplasia maligna,
la mayoria de los casos descritos aqui eran mayoritariamente sanos, con una edad media de 44 ainos. Este perfil no
suele coincidir con el de los casos de los estudios citados. Por ejemplo, el brote de Dinamarca incluia pacientes
hospitalizados con una edad media de 71 afios, mas de la mitad de los cuales tenian un diagndstico de cancer. Sin
embargo, a pesar de la relativamente baja CFR calculada en este estudio segun las definiciones de los casos, el
impacto del brote fue considerable, dado que se contabilizaron cinco pérdidas de embarazos adicionales.

La mediana del periodo de incubacién fue de 1 dia. Reconociendo la escasez de datos sobre el periodo de incubacidn
de los grandes brotes de listeriosis de origen alimentario, este hallazgo es hasta cierto punto coherente con los
notificados en dichos brotes [19-21]. Casi todos los casos se diagnosticaron mediante hemocultivos y tres de los
cuatro pacientes presentaron gastroenteritis; tanto la bacteriemia como la gastroenteritis se han relacionado con un
periodo de incubacién corto, con una duracion media de 1 a 7 dias [22,23] y de 2 dias [23], respectivamente.
Ademids, después de que los medios de comunicacién difundieran la alerta de salud publica, es probable que los
pacientes fueran conscientes del brote y buscaran atencion médica antes. Otros factores que pueden haber
contribuido al breve periodo de incubacién observado son la elevada dosis de exposicidn, en la que influyd el grado
de contaminacion por L. monocytogenes, la cantidad de alimentos ingeridos, la forma en que se prepararon y
consumieron (por ejemplo, cuando los establecimientos de alimentacion vendian sandwiches de carne de cerdo
rellena, la gente no siempre informaba de que los habia comido o refrigerado inmediatamente), y las condiciones
ambientales del verano.

Dado que los productos RTE pueden ser consumidos sin calentamiento previo y su consumo va en aumento [24], se
estan convirtiendo rdpidamente en un vehiculo relevante para los brotes de listeriosis [25]. En Andalucia, la carne de
cerdo rellena es muy popular a nivel local, ya que es un alimento tradicional de bajo coste. Consiste en un corte frio
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de cerdo asado con ajo, especias y sal. Consumido a menudo en verano y en ocasiones especiales, constituye una de
las tapas mds populares y es un ingrediente habitual de aperitivos y sandwiches. Las marcas de carne de cerdo
rellena de la Instalacién X también estaban entre las mas populares en al menos tres de las provincias afectadas por
este brote (Sevilla, Huelva y Cadiz); sin embargo, los productos de estas marcas rara vez se vendian en el resto de
Espafia.

Mas alla de los riesgos atribuibles a los productos RTE, las medidas éptimas de seguridad alimentaria para evitar los
brotes de L. monocytogenes no se han aclarado totalmente. Mientras que algunos paises han implementado normas
mas estrictas (por ejemplo, Estados Unidos sigue una politica de tolerancia cero [26]), la prevencién de incidentes de
seguridad alimentaria requiere la convergencia de multiples elementos, como el andlisis de riesgos de los puntos
criticos de control o la formacién adecuada de los empleados en las plantas de procesamiento de alimentos, ya que
la mayoria de las enfermedades transmitidas por los alimentos se derivan de las malas practicas de higiene de los
trabajadores [27]. En este caso, sin embargo, no habia pruebas de tales prdacticas en lo que respecta a los
trabajadores, pero las malas condiciones de higiene en la instalacién X podrian explicar la contaminacién de los
productos carnicos, que podria haberse producido después del tratamiento térmico y antes de su entrega a los
comercios o vendedores. Ademads, es necesario mejorar los registros de distribucion de alimentos. Aunque la
colaboracion entre los profesionales de la seguridad alimentaria y los de la salud publica en este brote fue adecuada,
la identificacién de todos los establecimientos a los que se habia distribuido la carne de cerdo rellena no fue tan
rapida como se deseaba. En la region del estudio, esta alerta de salud publica impulsd el desarrollo de un plan de
tres pasos para el control de L. monocytogenes [28].

Nuestros hallazgos ilustran los beneficios de la combinacidon de datos epidemioldgicos y WGS para identificar y
controlar los brotes de origen alimentario, y subrayan la importancia de la colaboracion transfronteriza -a través de
la decision 1082/2013 de la UE [29] y el Reglamento Sanitario Internacional de 2015- para identificar nuevos casos y
compartir resultados entre paises. La magnitud de la transmisidn internacional sefalada por Moura et al. [30]
sugiere que algunos brotes causados por L. monocytogenes no se detectan, lo que subraya la necesidad de mejorar
la coordinacién entre los sistemas de informacion de vigilancia (microbiologia, seguridad alimentaria y salud
humana). Para adaptar la respuesta a la listeriosis, se recomienda investigar la transmisién alimentaria en todos los
casos confirmados por el laboratorio y limitar la ventana de exposicidn a 10 dias antes del diagndstico para los casos
gue presentan gastroenteritis.

Este estudio no esta exento de limitaciones. En primer lugar, es probable que se haya subestimado el nimero real
de casos confirmados por las siguientes razones: los casos asintomaticos y leves no siempre buscan atencién médica,
los medios de cultivo no especificos son poco sensibles para detectar L. monocytogenes, no todos los aislados
estaban disponibles para la tipificacion WGS y faltaban datos para 11 casos detectados en las seis regiones espafiolas
fuera de Andalucia. No obstante, creemos que esta infravaloracidn no tuvo mucho impacto en la investigacion, ya
qgue la mayoria de los resultados positivos procedian de muestras de sangre. Ademas, la puesta en marcha de una
campafia de comunicacidn aumentd el conocimiento de la alerta de salud publica. En segundo lugar, no pudimos
acceder a los registros electrénicos de los pacientes hospitalizados en hospitales privados (11,3%), lo que perjudica
la calidad de los datos clinicos. En tercer lugar, utilizamos una definicién compleja para los casos confirmados que
incluia el consumo de alimentos, mientras que lo ideal seria que las definiciones de los casos se limitaran a las
categorias de la enfermedad y a las caracteristicas demograficas. En cuarto lugar, no mostramos analisis de
parentesco genético, ya que las comparaciones gendmicas segun el esquema MLST del genoma central de Ruppitsch
se estan evaluando en un trabajo diferente en el contexto del proyecto LISMOAN. En quinto lugar, se sospechd de
un vehiculo alimentario especifico al identificar una exposicién comun a un producto en todas las entrevistas
epidemioldgicas, debido a la elevada proporcién de casos confirmados entrevistados (95,2%). Sin embargo, no se
puede descartar el sesgo de recuerdo y la exposicidon a los alimentos se evalué en un Unico momento, ya que no
hubo entrevistas de seguimiento. Por ultimo, durante las investigaciones de brotes, las comparaciones de casos y
controles pueden permitir la identificacién de las exposiciones alimentarias, pero requieren muchos recursos. En
este brote, el crecimiento exponencial de la epidemia y el elevado numero de hospitalizaciones impidieron a los
epidemidlogos locales realizar un estudio analitico adecuado.
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Conclusion

Este brote, con 207 casos confirmados y tres victimas mortales, fue uno de los mayores registrados en Europa. La
carne de cerdo rellena procedente de un Unico establecimiento contaminado con L. monocytogenes ST388 fue
identificada como la fuente de infeccion mediante las investigaciones epidemiolégicas y de busqueda. La notificacion
de nuevos casos disminuyd bruscamente después de que se aplicaran medidas de control, incluida una importante
retirada de alimentos. Para la prevencion y el control de la listeriosis son esenciales los esfuerzos por incorporar la
WGS a las investigaciones de los brotes y coordinar los diferentes sectores a nivel regional y nacional.

*Erratum

En los Métodos, el nivel de significacidon se anoté como 'valores p 2 0,05' en la version originalmente publicada. Esto
se corrigié a "valores p < 0,05" el 28 de octubre de 2022. Pedimos disculpas por las molestias que esto haya podido
causar.
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