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Resumen: Los aislados de L. monocytogenes asi como de los de otras Listeria spp, han mostrado una susceptibilidad natural a un amplio
rango de antibiodticos activos contra bacterias Gram positivas. Ante la posible emergencia de cepas resistentes a antibidticos, se evalud la
actividad in vitro de antibi6ticos de eleccidn, en cepas de Listeria spp aisladas de quesos blancos y atun fresco en la ciudad de Cumana,
desde febrero del 2003 a febrero del 2004. Las muestras fueron colectadas y procesadas segiin pautas de la Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos, para el aislamiento de las cepas. La confirmacion definitiva se realizo con la galeria API Listeria 'y por
PCR. El perfil de susceptibilidad y la resistencia a agentes antimicrobianos, se realizé por el método de difusion en discos. Todas las
listerias mostraron sensibilidad al sulfametoxazol-trimetoprim, gentamicina, cloranfenicol y vancomicina. 13,3 % mostraron resistencia a
la penicilina G; 26,6 % a la ampicilina y 6,7 % a la eritromicina. El nivel de resistencia en Listeria monocytogenes y Listeria innocua, se
hizo presente para la eritromicina y ciprofloxacina, mostrando un porcentaje relativamente alto (20-40 %) comparada con Listeria wels-
himeri y Listeria seeligeri, las cuales arrojaron hasta un 50 % de resistencia a la penicilina G y ampicilina.
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Antimicrobial susceptibility of Listeria spp. isolated of foods
during the period 2003-2004. Cumané, Venezuela

Abstract: Isolates of L. monocytogenes as well as Listeria spp, has showed natural susceptibility to a large range of antibiotics effective
again gram positive bacteria. The posibility of emergency strains resistent to antibiotics was evaluated in vitro in bacteria strains isolated
from white chesse and tuna fresh, in Cumana from February 2003 to February 2003. Samples were collected and processed according to
the instructions of the Food and Drugs Administration of the United States, for the isolation of strains. The definitive confirmation was
achieved in a gallery API Listeria and for PCR. The profiles of susceptibility and resistance to antibiotics were carried out for the diffu-
sion method in disks. All the listeria strains showed sensibility to the sulphamethoxazole-trimethoprim, gentamicin, chloramphenicol and
vancomycin. 13,3% showed resistance to the penicillin G; 26,6% to the ampicillin and 6,7 % to the erythromycin. The resistance level in
Listeria monocytogenes and Listeria innocua, became present for erythromycin and ciprofloxacyn, showing a relatively high percentage
(20-40%) compared with Listeria welshimeri and Listeria seeligeri which showed until 50% resistance to the penicillin G and ampicilin.
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Introduccién

Listeria spp es un microorganismo ubicuo que se en-
cuentra ampliamente distribuido en la naturaleza: suelos,
aguas residuales, comida animal y vegetal, productos lac-
teos sin pasteurizar, desechos de mataderos, asi como en el
tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos [1].

Dentro de las seis especies de Listeria, solamente Liste-
ria monocytogenes resulta patdgena para humanos causan-

do serias infecciones tales como: meningitis o septicemia
en recién nacidos, pacientes inmunocomprometidos vy
mujeres embarazadas [2]. Aunque la enfermedad produci-
da en humanos (Listeriosis) ocurre esporadicamente, es
notable establecer que la transmision de origen alimentario
constituye la principal ruta de adquisicién de esta enfer-
medad [3].
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Hasta hace unos afios, se consideraba que los aislados de
L. monocytogenes asi como las de otras Listeria spp, mos-
traban una susceptibilidad a un amplio rango de antibioti-
cos activos contra bacterias Gram positivas. La combina-
cion de la ampicilina con la gentamicina, era y sigue sien-
do recomendada como primera linea de terapia para el
tratamiento de la listeriosis en humanos [4]. No obstante,
ante el reporte de la primera cepa de L. monocytogenes
resistente a antibidticos en Francia, 1988 [5], la posible
emergencia de un patron de resistencia dentro del género
queda al descubierto. Desde entonces, la evolucion de la
resistencia en la bacteria ha sido considerablemente acele-
rada, quizas por efecto del uso indiscriminado de antibiéti-
cos que se observa hoy en dia.

Una revision de los dltimos afios sobre los posibles cam-
bios en el patron de susceptibilidad a antibiéticos en Liste-
ria spp, han demostrado la habilidad de la bacteria de
desarrollar resistencia a uno o mas antibidticos [6,7,8]. Los
estudios confirman que la susceptibilidad natural de Liste-
ria spp y L. monocytogenes a los aminoglucdésidos, penici-
linas, quinolonas, rifampicina, trimetropin asociado a una
sulfonamida (cotrimoxazole), fosfomicina y &cido fusidi-
€0, aun se mantiene en el género. Sin embargo, la inciden-
cia de al menos una cepa resistente a la ampicilina, estrep-
tomicina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y tetra-
ciclina, ha sido detectada en aislados procedentes de ali-
mentos e infecciones clinicas [9,10].

A pesar de que la data refiere una incidencia de resisten-
cia antimicrobiana relativamente baja en Listeria spp, es
oportuno sefialar que en los Gltimos diez afios los cambios
en la susceptibilidad casi uniforme del género, representa
un tema de importancia y del cual adn falta mucho por
discutir [7].

El monitoreo continuo del curso y la naturaleza de la
adquisicion y diseminacion de resistencia a antibioticos
por L. monocytogenes y otros miembros del género, se ha
convertido casi en una exigencia para todos los aislados
procedentes de ambientes, infecciones clinicas y primor-
dialmente los provenientes de alimentos; ya que constitu-
yen los vehiculos de transmision primaria de la listeriosis
[5].

En Venezuela y en especial en la ciudad de Cumana, el
aislamiento de L. monocytogenes y Listeria spp en alimen-
tos como ensaladas, carnes, quesos [11] y pescados [12],
indican su distribucion en la cadena alimentaria y su posi-
ble contacto directo e indirecto con los antibiéticos que se
utilizan cominmente. Ante esta situacion y la posible
emergencia de cepas resistentes a antibioticos, se plante6
la siguiente investigacion con la finalidad de evaluar la
actividad in vitro de antibidticos de eleccion, en cepas de
Listeria spp y monocytogenes aisladas de alimentos en la
ciudad de Cumana, durante el periodo 2003-2004.

Materiales y Métodos

Obtencidn de las cepas bacterianas

Desde enero del 2003 hasta agosto del 2004, cepas de
Listeria spp y Listeria fueron aisladas de sesenta (60)
muestras de queso y treinta y tres (33) muestras de atln

fresco. Las muestras fueron colectadas de diferentes pun-
tos de ventas de la ciudad de Cumana y del Mercado Mu-
nicipal.

El aislamiento de las cepas se realiz6 por siembra en
medios selectivos Palcam (Merck) y Oxford (Oxoid),
segln las recomendaciones del Manual Analitico de la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos [13]. Las pruebas de la catalasa, motilidad en para-
guas a 28°C y reacciones de rojo de metilo y Voges Pros-
kauer, se aplicaron para la identificacion convencional.
Todos los andlisis se hicieron utilizando la cepa control (L.
monocytogenes 446) certificada por el Centro Venezolano
de Colecciones de Microorganismos [14].

La confirmacion definitiva se llevd a cabo por pruebas
bioquimicas miniaturizadas en una galeria APl Listeria
(BioMerieux-Zhuoz Pharma) y por PCR segln pautas de
Bubert y col. [15]. Para dichos ensayos, se utilizaron las
cepas certificadas (L. monocytogenes 446, L. ivanovii 450
y L. innnocua 447) [14].

Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana

El medio utilizado para este ensayo fue el agar Mueller
Hinton (Merck) suplementado con 5 % de sangre de corde-
ro.

El método de difusion en discos [16] se aplicd para de-
terminar la susceptibilidad a antibi6ticos. Los antibi6ticos
probados contenian: 10 Unidades de Penicilina G (P), 10
pg de Ampicilina (AM); 15 pg de Eritromicina (E), 25 pg
de Sulfametoxazole-trimetoprim (SXT), 10 pg de genta-
micina (CN); 30 pg de Cloranfenicol (C), 30 pug de Van-
comicina (VA) y 5ug de Ciprofloxacina (CIP). Todos de
Laboratorios Disco-BBL.

Las cepas aisladas e identificadas, fueron recuperadas en
placas con agar tripticasa de soya (Merck) con 0,6 % de
extracto de levadura (Merck), a 30 °C por 48 horas. Al
cabo de ese periodo, de tres a cinco colonias fueron trans-
feridas a solucién fisioldgica 0,85 %, para la obtencion de
una suspension bacteriana con un patrén de turbidez
McFarland 0,5; el equivalente a 108 UFC/ml.

Una vez ajustado la turbidez, se inocularon superficies
secas de placas con agar Mueller Hinton (Merck) con
sangre de cordero. Se colocaron los discos de antibioticos
(4 por placa) y se incubaron por 48 horas a 30 °C. Después
de la incubacion, el didmetro (en milimetros) de la zona
alrededor de cada disco, fue medido e interpretado de
acuerdo a los lineamientos del National Comitte for Clini-
cal Laboratory Standars (NCCLS) [17], para clasificar la
sensibilidad del antibidtico en cada cepa, como suscepti-
ble, moderadamente susceptible, intermedio o resistente.

Resultados y Discusion

Un total de 15 cepas de Listeria spp (5 monocytogenes, 3
innocua, 2 welshimeri, 2 seeligeri, 2 ivanovii, 1 grayi)
fueron aisladas de muestras de quesos y atun fresco (Thu-
nus spp) durante el periodo 2003-2004. Cada una de las
especies fueron confirmadas por PCR y los resultados
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fueron previamente publicados por Martinez y Villalobos
[11].

Los datos obtenidos en la prueba de susceptibi-
lidad antimicrobiana realizada a cada una de las
cepas, revelaron que el 100 % fueron suscepti-
bles al sulfametoxazole-trimetoprim (SXT), gen-
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tamicina (CN) y vancomicina (VA). Del mismo
modo se observo que un 93 % de las cepas iden-
tificadas, fueron susceptibles al cloranfenicol (C)
(Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de Listeria spp susceptibles, moderadamente susceptibles y resistentes,
a los antibiéticos probados por la técnica de difusion en discos.

% cepas mod. suscep.

% cepas resistentes

Antibiéticos % de cepas suscep.
Penicilina G (P) 86,7
Ampicilina (AM) 73,4
Eritromicina (E) 80,0
Sulfamet-trimet. (SxT) 100
Gentamicina (CN) 100
Cloranfenicol (C) 93,3
Vancomicina (VA) 100
Ciprofloxacina (CIP) 86,7

0 13,3
0 26,6
13,3 6,7
0 0
0 0
6,7 0
0 0
13,3 0

El nivel de resistencia presente en las especies aisladas
fue relativamente baja: 26,6 % de las cepas fueron resis-
tentes a la ampicilina (AM), 13,3 % a la penicilina G (P) y
6,7 % a la eritromicina (E).

L. monocytogenes fue 100% susceptible a los antibidti-
cos de eleccion para el tratamiento de la listeriosis: ampici-
lina (AM) y gentamicina (CN) (Tabla 2). Sin embargo, la

resistencia a uno de los antibidticos de eleccion, ampicilina
(AM), fue comun entre las especies no patogenas
L.welshimeriy L. seeligeri y L. ivanovii. La resistencia a la
eritromicina y a la ciprofloxacina, también fue observada
en L. monocytogenes y L. innocua, mostrando un porcenta-
je relativamente alto (20-40 %).

Tabla 2. Patrén de susceptibilidad de las especies de Listeria aisladas de alimentos que se expenden en la ciudad de

Cumand, Venezuela.

N° de % de cepas susceptibles a:
Especie cepas
probadas P A E SXT CN C VA CIP
Listeria monocytogenes 5 100 100 60 100 100 80 100 80
Listeria innocua 3 100 100 66,6 100 100 100 100 66,6
Listeria welshimeri 2 50 50 100 100 100 100 100 100
Listeria seeligeri 2 50 50 100 100 100 100 100 100
Listeria ivanovii 2 100 0 100 100 100 100 100 100
Listeria grayi 1 100 100 100 100 100 100 100 100

De los alimentos seleccionados para el aislamiento e
identificacion de Listeria spp, el queso arrojé un mayor
nimero de cepas resistentes a antibidticos. Este numero,
puede ser el reflejo de la presion selectiva ejercida por los
antibioticos utilizados como promotores de crecimiento en
alimentos para animales [10].

La actividad inhibitoria y bactericida de la ampicilina y
gentamicina observada en el estudio frente L. monocytoge-
nes es una clara evidencia de que ain se mantiene el pa-
trén de susceptibilidad a estos antibi6ticos de eleccion. Sin
embargo, es importante sefialar que este estudio al igual
que otros, revela cambios importantes en el comportamien-
to que se consideraba usual para Listeria spp y L. monocy-
togenes. Estos cambios, aunque pequefios, se estan dando

en cepas que estdn circulando en alimentos de primera
necesidad para el venezolano.

Al ser la listeriosis una enfermedad relativamente rara en
humanos, no hay estudios prospectivos y controlados que
establezcan el mejor tratamiento antibiético [18]. Se ha
visto que L. monocytogenes puede ser refractaria a los
mecanismos bactericidas de muchos antibidticos porque es
intracelular y usa este mecanismo para multiplicarse y
protegerse de los antibi6ticos que se encuentran en el flui-
do extracelular; s6lo pocos agentes pueden penetrar, acu-
mularse y alcanzar el citosol de las células que hospedan
este microorganismo.

No obstante, se ha referido y se pudo comprobar en este
estudio, que el uso del sulfametoxazole-trimetoprim y de
la vancomicina sola o combinada con un aminoglucésido,
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pueden ser utilizadas como buenas opciones terapéuticas
en casos de que el tratamiento tradicional no resulte [4,19].

En nuestro pais atn no se ha reportado el primer brote
por listeriosis, pero es importante sefialar que la disemina-
cién y emergencia de cepas resistentes de Listeria spp, se
estan presentando y pueden facilmente ser adquiridos a
través de productos listos para consumir, y propiciar infec-
ciones de origen alimentario debido a cepas de L. monocy-
togenes que son resistentes a antibidticos.

Conclusiones

- L. monocytogenes fue 100% susceptible a los antibiéticos
de eleccién para el tratamiento de la listeriosis ampici-
lina (AM) y gentamicina (CN).

- La resistencia observada en la penicilina y ampicilina,
fue comdn entre especies de Listeria no patogenas al
humano.

- Los resultados evidencian la presencia de cepas con ca-
pacidad de resistencia a antibidticos, en alimentos co-
mercializados en la ciudad de Cumana.
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