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RESUMEN

La listeriosis es una enfermedad transmitida por los alimentos y de curso grave si no se establece el diagndstico
oportuno y el tratamiento temprano. El agente etiologico, Listeria, se encuentra ampliamente distribuida y puede
sobrevivir prolongados periodos de tiempo en distintos medios. En la presente investigacion se determind la
sensibilidad antibacteriana de siete cultivos de L. monocyftogenes, 17 cultivos de L. innocua 'y 13 cultivos de L.
1vanovii frente a once antibioticos: B-Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Eritromicina, Cotrimoxazol, Ac.
Nalidixico, Ciprofloxacina, Gentamicina, Vancomicina, Cloranfenicol, Rifampicina y Tetraciclina; para ello, los
cultivos se reactivaron en agar nutritivo, se suspendieron comparados con el patron de turbidez McFarland 0,5
(equivalente a 108 UFC/ml) y se estriaron en placas con Agar Mueller-Hinton en varias direcciones en donde se
colocaron los discos de sensibilidad. La incubacion se hizo por 48 hs. Se concluye que existe mayor frecuencia de
sensibilidad frente a los antibacterianos usados en los cultivos de Listeria monocytogenesy L. innocua.
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ABSTRACT

Listeriosis is a foodborne disease and severe course if not set early diagnosis and early treatment. The etiologic
agent, Listeria, is widely distributed and can survive long periods of time in different media. In this study we
investigated the antibacterial sensitivity of seven crops of L. monocytogenes cultures L. 17 innocua and L. crops 13
ivanovii compared to eleven antibiotics: B - lactam (penicillin and ampicillin), erythromycin, cotrimoxazole, Ac.
Nalidixic, ciprofloxacin, gentamicin, vancomycin, chloramphenicol, rifampicin and tetracycline, for this, the cultures
were reactivated on nutrient agar, suspended compared to 0.5 McFarland turbidity standard (equivalent to 108 CFU /
ml) and streaked on plates with Mueller -Hinton Agar in several directions in which discs were placed sensitivity.
Incubation was for 48 hours. It was concluded that there is a greater frequency of sensitivity to antibacterials used in
crops Listeria monocytogenes and L. innocua.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes, microorganismo que causa la listeriosis, se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza: suelos, aguas residuales, comida animal y vegetal, productos lacteos sin pasteurizar,
desechos de mataderos, asi como en el tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos!-2. Es un
bacilo Gram positivo, que crece a temperaturas que varian entre 1 y 45°C, a pH de 4,4 a 9,6, en
concentraciones altas de cloruro de sodio (15 %) y es capaz de formar biopeliculas para protegerse de la
accion de los antibacterianos34.

El género Listeria actualmente comprende seis especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L.
mnocua, L. welshimeri y L. grayi. De ellas, L. monocytogenes y L. ivanovii son potencialmente
patogenas para el hombre y animales y la enfermedad que ocasionan se conoce con el nombre de
listeriosis y la primera se halla registrada como un patdégeno oportunista, con tasas de mortalidad del 20-
30%. Todas las cepas de L. monocytogenes se consideran patdégenas, aunque su virulencia es variables.

La experiencia en la industria de la carne de aves sefiala que se ha formado un nicho en la linea de
produccion. Los nichos son sitios dentro del ambiente de la produccion en el cual se instala la bacteria y se
multiplica (Biofilms). Asi, estos sitios se transforman en reservorios desde donde se contaminan los
alimentos. Durante las operaciones regulares de limpieza estos sitios pueden ser dificiles de encontrar y
consecuentemente limpiarS. Aunque L. monocyftogenes se ha considerado durante muchos afios un
patdgeno de animales, su papel significativo como patégeno humano transmitido por alimentos se hizo
evidente a partir de 1980, cuando aparece con cada vez mas frecuencia informes de brotes de listeriosis
originados por consumo de alimentos contaminados, principalmente leche cruda o procesada’s.

Factores como las practicas de ordefio, las condiciones de infraestructura, la higiene en las salas y
equipos de la granja pueden contribuir a la presencia de Listeria sp. , en la leche y en sus derivados; varios
métodos de deteccion han demostrado que la contaminacion del producto final proviene a menudo del
ambiente, incluyendo suelo, paja y materia fecal, tanto en la leche como en los quesos$. Por lo tanto, la
listeriosis debe ser considerada dentro del grupo de las infecciones alimentarias donde la L.
monocytogenes es una de los agentes responsables y se ha presentado con tasas de mortalidad entre 20 y
30%, las mas altas de todas ellas®.

Una caracteristica importante de la listeriosis transmitida por alimentos es que el patégeno puede
multiplicarse a temperaturas de refrigeracion hasta alcanzar cifras significativas si transcurre suficiente
tiempo. Esta bacteria se refugia en areas especificas donde se hallan residuos de alimentos y agua con
temperaturas ideales y que usualmente son dificiles de limpiar y desinfectar; brindando una ubicacion
ideal para que L. monocytogenes sobreviva, se multiplique y potencialmente contamine los alimentos!0.
La frecuencia de brotes asociados al consumo de leche cruda o sus derivados ha puesto de manifiesto la
importancia de evaluar las condiciones de ordefio, transporte y procesamiento de la leche!!.

La presentacion clinica de la listeriosis incluye dos formas: listeriosis perinatal y listeriosis en el
paciente adulto (99%), de preferencia en el inmunodeficiente. En ambas, las formas clinicas
predominantes corresponden a infeccion local diseminada o infeccidn local en el sistema nervioso central
(SNC); sin embargo, a pesar que tiene alto porcentaje de mortaloidad (20 a 30%) la dosis minima
requerida de L. monocytogenes para causar infeccion clinica en humanos no ha sido determinada, aunque
el gran nimero detectado en los alimentos responsabilizados de casos esporddicos y epidémicos de
listeriosis (10°) sugiere que es alta!3:48,

El patrén de sensibilidad a los antibacterianos de L. monocyfogenes ha permanecido relativamente
estable con el paso de los afios: es sensible “in vitro” a una amplia gama de antibacterianos como
penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclinas, rifampicinas, cotrimoxazol y vancomicina,
en cambio las fluorquinolonas y las cefalosporinas actuales presentan una pobre actividad, especialmente
las de tercera y cuarta generacion como cefotaxima y cefepima y todas las cepas son resistentes a
fosfomicina3.

El monitoreo continuo del curso y la naturaleza de la adquisicion y diseminacion de resistencia a
antibacterianos 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 primordialmente los
provenientes de alimentos, ya que constituyen los vehiculos de transmision primaria de la listeriosis2. Las
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explicaciones posibles de la emergencia de la listeriosis humana transmitida por alimentos, como asunto
de interés en Salud Publica, comprenden los cambios importantes en la produccidon, procesamiento y
distribucion de los alimentos, la utilizacion cada vez mayor de la refrigeracion como medio de
conservacion primaria de los alimentos, los cambios en los habitos de comida de la poblacion,
particularmente respecto a la comodidad de los alimentos ya preparados y un incremento del numero de
personas consideradas de alto riesgo de sufrir la enfermedad’.

Teniendo en cuenta que se han registrado el aislamiento de L. monocytogenes, L. innocua'y de L.
1vanovii a partir de lugares de expendio de pollo y quesos en los mercados de los distritos de Trujillo y La
Esperanza (Pert)!3.1415.16.17 " se planted la presente investigacion que estuvo orientada a determinar la
resistencia o sensibilidad de dichos microorganismos a antibacterianos y cudl de ellos tiene un mayor
efecto, a fin de recomendar su aplicacion.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos

Siete cultivos de L. monocytogenes, 17 de L. innocuay 13 de L. ivanovii fueron aislados de los lugares
de expendio de pollo y queso fresco manipulado y refrigerado en los mercados del distrito de Trujillo y La
Esperanza (La Libertad, Pert) durante el 201213,14.15.16.17 y mantenidos en el Laboratorio de Fisiologia y
Genética Microbiana de la Universidad Nacional de Trujillo.

Reactivacion de los cultivos y obtencion del indculo.

Las cepas aisladas e identificadas fueron recuperadas en placas con agar Oxford a 30°C por 24 horas y
luego traspasadas a frascos conteniendo agar nutritivo a 30 °C por 24-48 horas. Luego, de tres a cinco
colonias fueron transferidas a solucion fisiologica 0,85 %, para la obtencion de una suspension bacteriana
con un patrén de turbidez McFarland 0,5; el equivalente a 108 UFC/ml.

Preparacion de placas con medio de cultivo y siembra.

Se prepararon placas Petri con agar Miiller-Hinton (12 a 15 mL por placa) a 45°C, aproximadamente, en
las cuales se hizo la siembra por estrias en todas direcciones utilizando u hisopo
Aplicacion de discos de antibioticos!2.

Sobre la superficie de la placa ya sembrada con la suspension bacteriana (in6culo) se coloco con ayuda
de una pinza estéril los discos de antibidticos y se incubd a 37°C por 24 horas. Los antibacterianos
probados fueron: B-Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Macrélidos (Eritromicina), Sulfonamidas
(Sulfametoxazol trimetoprim), Quinolonas (Ac. Nalidixico), Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina),
Aminoglicosidos (Gentamicina), Glicopéptidos (Vancomicina), Fenicoles (Cloranfenicol), Rifamicinas
(Rifampicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina).

Medicion del halo

Pasado el tiempo de incubacion se midio el diametro (en milimetros) de la zona alrededor de cada
disco, esto fue interpretado de acuerdo a los lineamientos del National Comitte for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS), y se clasificd la sensibilidad del antibacterianos en cada cepa, como susceptible,
intermedio o resistente.

RESULTADOS

Se encontré una frecuencia del 100% de sensibilidad de cultivos de Listeria Monocytogenes sobre
Ampicilina, Penicilina, Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina, Rifampicina y
Tetraciclina. Del mismo modo, existe una frecuencia del 100% de sensibilidad de cultivos de Listeria
innocua sobre Sulfametoxazole Trimetoprim y Gentamicina. Por ultimo, existe mayor frecuencia de
sensibilidad de cultivos de Listeria ivanovii sobre Cloranfenicol y Tetraciclina (Tabla 1). Asimismo, se
evidencio que los antibacterianos que se encuentran por encima de la media aritmética son los mismos que
se pueden usar ante infecciones, estos son: Ampicilina, Penicilina, Sulfametoxazol Trimetoprim,
Gentamicina, Vancomicina, Rifampicina, Tetraciclina, Eritromicina y Cloranfenicol (Fig. 1).



REBIOLEST 2013; 1(2): e31

Revista Cientifica de Estudiantes

Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Peru

Tabla 1. Frecuencia de la sensibilidad de los cultivos de Listeria monocytogenes (L. mo), Listeria innocua (L.in)y Listeria
1vanovii (L. 1v) aislados de mercados provenientes de la ciudad de Trujillo (Pert1) frente a los antibacterianos seleccionados.

Antibacteriano Frecuencia (%) de sensibilidad de:
L. mo L. in L. iv
Ampicilina 100 82 15
Penicilina 100 76 0
Eritromicina 57 88 0
Sulfametoxazole/Trimetoprim 100 100 0
Acido Nalidixico 14 29 69
Ciprofloxacina 71 29 0
Gentamicina 100 100 0
Vancomicina 100 76 0
Clorafenicol 29 24 92
Rifampicina 100 65 46
Tetraciclina 100 29 77
120.0 .
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Fig. 1. Analisis de varianza (ANOVA) de la frecuencia de sensibilidad de Listeria monocytogenes, Listeria innocua'y Listeria
1vanovii. AM=Ampicilina; P= Penicilina, E=Eritromicina; SXT= Sulfametoxazol Trimetoprim; NA=Acido Nalidixico,
CIP=Ciprofloxacina, GM=Gentamicina; VA=Vancomicina; C=Cloranfenicol, RA=Rifampicina; TE=Tetraciclina.

===  Representa la Media Aritmética
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DISCUSION

El hecho que las siete cepas de L. monocytogenes haya mostrado ser sensible en un 100% a Ampicilina,
Penicilina, Sulfametoxazole—Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina, Rifampicina y Tetraciclina, asi
como una sensibilidad de 71% Ciprofloxacina, significa que estos antibacterianos funcionan de manera
efectiva contra el microorganismo, siendo posible la administracion de estos medicamentos cuando
ocurran infecciones. Por el contrario, la poca resistencia frente a la Eritromicina (57 %), al Cloranfenicol
(29 %) y al Acido Nalidixico (14%) permite afirmar que no son antibacterianos recomendables.
Concordante con estos hallazgos, MacGowan et al!8, no encontraron ninguna cepa de L. monocytogenes
resistente a Ampicilina y Gentamicina, lo cual podria deberse a que L. monocytogenes posee una
sensibilidad natural a aminoglucésidos (Gentamicina), Penicilinas (Ampicilina, Penicilina), Quinolonas
(Ac. Nalidixico, Ciprofloxacina), Rifamicinas (Rifampicina), sin embargo, se cree que existe al menos una
cepa resistente a uno o mas de los antimicrobianos usados, tal como hd sido evidenciado en una
investigacién en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas em la cual se evidencid
resistencia a Eritromicina (14 %) y a Cloranfenicol (57%)2.

Igualmente, L. innocua present6d el mismo esquema de respuesta, es decir, sensible en un 100% para
unos (Gentamicina y Sulfametoxazole—Trimetoprimn), elevada para otros, Ampicilina (82%), Penicilina
(76%), Eritromicina (88%), Vancomicina (76 %) y resistencia en menor grado: Ac. Nalidixico y
Cloranfenicol. Esto significa que los eventos son iguales a lo sefialado para L. monocytogenes porque,
incluso, en ambas especies se observo sensibilidad del 100% para: Ampicilina, Penicilina,
Sulfametoxazole—Trimetoprim y Vancomicina. Sin embargo, a pesar que L. innocua es una especie ha
sido registrada como no patdgena, es necesario realizar estos estudios de sensibilidad antibacteriana ante
posibles brotes de listeriosis por esta especie.

Por su parte, L. ivanovii, como era de esperar, mostré un comportamiento diferente frente a los
antimicrobianos porque, por ejemplo, aparecié con una frecuencia elevada de sensibilidad para
Cloranfenicol, Acido Nalidixico y Tetraciclina, aspecto que puede ocurrir, pues se estd observando
variacion en las tres especies estudiadas, hecho que justifica el trabajo por separado, amparado por las
pruebas estadisticas como se ha hecho aqui, para proponer especificamente qué antimicrobiano utilizar en
eventuales casos de infeccion: para L. monocyfogenes se puede utilizar Ampicilina, Penicilina,
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina, Rifampicina y Tetraciclina ya que se
encuentran por encima de la media; en el caso de L. innocua, Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina,
Eritromicina, Ampicilina, Penicilina, Vancomicina y muy cerca de la media, Rifampicina y para L.
1vanovii, Cloranfenicol, Tetraciclina y Acido Nalidixico. Lamentablemente, no se han hallado trabajos
anteriores que permitan hacer las comparaciones con los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Como se ha mencionado, el patron de sensibilidad a los antibidticos de L. monocytogenes ha
permanecido relativamente estable con el paso de los afios, habiéndose establecido que es sensible a una
amplia gama de antibidticos como penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclinas,
rifampicina y vancomicinal®, aspecto que ha sido evidenciado en el presente trabajo, pero existe una
variacion en el grado de sensibilidad de una especie a otra, fenomeno que podria deberse a la variacion del
grado de virulencia inherente, como ha sido sefialado por entidades encargadas de estandarizar los
procedimientos que conducen a la determinacion de la sensibilidad o resistencia de bacterias a los
antimicrobianos20:2!,

CONCLUSION

e [Listeria monocytogenes es 100% sensible a Ampicilina, Penicilina, Sulfametoxazole Trimetoprim,
Gentamicina, Vancomicina, Rifampicina y Tetraciclina; Listeria innocua a Sulfametoxazole
Trimetoprim, Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina, Penicilina y Vancomicina y Listeria ivanovii
a Cloranfenicol, Tetraciclina y Acido Nalidixico.
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