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RESUMEN

Lysteria monocytogenes es un patéogeno de amplia distribucion, se transmite a humanos a través de diversos
alimentos y muestra resistencia al tratamiento con antibacterianos. En la presente investigacion se determind la
sensibilidad antibacteriana de 10 cultivos de L. monocytogenes y 15 cultivos de Listeria sp. frente a once
antibiodticos a eleccion, para lo cual se realizo antibiogramas de dichos cultivos. A estos cultivos se les reactivo
en agar oxford para luego ser pasados a agar nutritivo, a continuacion se realizé una suspension bacteriana de
cada cultivo con un patrén de turbidez McFarland 0,5; el equivalente a 1.5x108 UFC/mL. Esta suspension se
estrio con hisopos estériles en placas con Agar Miieller Hinton en diferentes direcciones, se colocaron los discos
de sensibilidad, se incub6 y a las 18 h se leyeron los resultados. Los antibacterianos empleados fueron: B-
Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Macrélidos (Eritromicina), Sulfonamidas (Cotrimoxazol), Quinolonas
(Ac. Nalidixico), Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina), Aminoglicésidos (Gentamicina), Glicopéptidos
(Vancomicina), Fenicoles (Cloranfenicol), Rifamicinas (Rifampicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina). Finalmente
se concluye que existe mayor frecuencia de sensibilidad frente a los antibacterianos usados en los cultivos de
Listeria sp.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a widely distributed pathogen is transmitted to humans through various foods and
shows resistance to antibacterial therapy. In the present investigation the antibacterial sensitivity of 10 cultures
of L. monocytogenes and 15 Listeria sp cultures versus eleven choice antibiotics for which susceptibility of these
crops was determined. These cultures were reactivated in oxford agar before being passed onto nutrient agar was
then a bacterial suspension of each culture was performed with 0.5 McFarland turbidity standard, equivalents to
1.5x108% CFU/mL. This suspension was streaked with sterile swabs on Mueller Hinton Agar plates in different
directions, sensitivity discs were placed, were incubated 18 h and the results were read. Antibacterial used were:
B-lactam (penicillin and ampicillin), macrolides (erythromycin), sulfonamides (co-trimoxazole), quinolones (Ac.
Nalidixic) Fluoroquinolones (Ciprofloxacin) Aminoglycosides (Gentamicin), glycopeptides (vancomycin),
phenicols (Chloramphenicol), rifamycins (rifampin) and Tetracycline (Tetracycline). Finally it is concluded that
there is a higher frequency of sensitivity to antibacterial used in the cultivation of Listeria sp.
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INTRODUCCION

Se han descrito alrededor de 250 agentes causales de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs), entre los que se incluyen bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales!. Una
de ellas es la Listeriosis, zoonosis que puede ser transmitida por contacto directo con animales
infectados (exposicion ocupacional), por ingestion de alimentos contaminados y de madre a hijo
intrauterino o durante el parto2. A pesar de presentarse con baja frecuencia, en la actualidad es una de
las ETAs mas letales conocidas, causando gran alarma a nivel mundial en productores de alimentos,
consumidores y autoridades sanitarias3-4.

Estrechamente relacionado con los géneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus y
Staphylococcus, las bacterias del género Listeria se caracterizan por soportar altas concentraciones de
sal, asi como, multiplicarse en un rango de temperatura de 3 a 45°C y de pH entre 5,6 y 9,65. De las
seis especies registradas: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeriy L.
grayi, de las cuales solo las dos primeras son consideradas patégenas para humanos y animales y
mayormente para animales, respectivamente®.’.

L. monocytogenes, gracias a su capacidad de sobrevivir durante periodos de tiempo prolongados en
diferentes medios, presenta amplia distribucion en particular dentro de los alimentos, que pueden estar
contaminados en cualquier eslabon de la cadena productiva y en el almacenamiento en frio, asi como
en el agua, que posibilita su llegada a huéspedess®. Por ello, es frecuente la infeccion subclinica en
humanos y diversas especies de animales, los cuales distribuyen al microbio a través de heces: via
fecal-oral!©, Ademas, la infeccion humana puede ocurrir a través de alimentos como la leche fluida
cruda y pasteurizada, quesos (en particular las variedades blandas), helado, verduras crudas, chorizos
fermentados de carne cruda, carne cruda y cocida de ave de corral, carnes de todo tipo, y pescado
crudo y ahumado?’.

La presencia de L. monocytogenes en la industria alimentaria, como leche, carne, pescado y
vegetales, refuerza la necesidad de que las industrias procesadoras de estos alimentos establezcan
barreras que minimicen su ingreso a los lugares de proceso, en particular en aquellos puntos donde el
alimento no es sometido a un tratamiento que permita la destruccion del patoégeno; por ello, las
industrias tienen, o deberian tener barreras sanitarias al ingreso de las salas de proceso, consistentes en
un riguroso control del uniforme del personal, lavado de manos, uso de pediluvios y reduccion del
transito de personas que ingresan al lugar donde se procesan alimentos!!12.13,

La listeriosis tiene una tasa de mortalidad entre 20-30%, siendo mads alta que la de casi todas las
demas ETAs, porque en Estados Unidos anualmente se presentan 2500 casos!4, en Europa la
incidencia anual es de 0,1-11,3 casos por millén de habitantes!5 y en el Perti, solo en la region La
Libertad, se han reportado 42 casos entre los afios 2001-200816. Dos formas clinicas se presentan en la
listeriosis: la perinatal y la del paciente adulto, ambas como infeccion local diseminada o del sistema
nervioso central (SNC)8. El diagnostico oportuno y tratamiento temprano con antibacterianos como
ampicilina y aminoglucosidos o clotrimazol son efectivos; sin embargo, la sintomatologia
generalmente no permite un diagndstico temprano, ya que los primeros signos de un brote son
generalmente el aborto y/o la muerte del individuo!2.

Los estudios confirman que la susceptibilidad natural de Listeria sp y L. monocytogenes a los
aminoglucoésidos, penicilinas, quinolonas, rifampicina, trimetropin asociado a una sulfonamida
(cotrimoxazole), fosfomicina y acido fusidico, aun se mantiene en el género; sin embargo, la
incidencia de al menos una cepa resistente a la ampicilina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y
tetraciclina, ha sido detectada en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas417:18, Asi, el
patron de sensibilidad a los antibacterianos de L. monocytogenes ha permanecido relativamente
estable con el paso de los afios. Generalmente, este microrganismo es sensible “in vitro” a una amplia
gama de antibacterianos como penicilina, ampicilina, gentamicina, eritromicina, tetraciclinas,
rifampicinas, cotrimoxazol y vancomicina. Las fluorquinolonas y las cefalosporinas actuales presentan
una pobre actividad, especialmente las de tercera y cuarta generacion como cefotaxima y cefepima;
todas las cepas de L. monocytogenes son resistentes a fosfomicina8. A pesar de que la data refiere una
incidencia de resistencia antimicrobiana relativamente baja en Listeria sp., es oportuno sefalar que en
los ultimos diez afios los cambios en la susceptibilidad casi uniforme del género, representa un tema
de importancia y del cual aun falta mucho por discutir?.



El monitoreo continuo del curso y la naturaleza de la adquisiciéon 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 listeriosis®.
La emergencia de la listeriosis humana transmitida por alimentos es un asunto de maximo interés en
Salud Publica por lo que se deben dar cambios importantes en la produccioén, procesamiento y
distribucion de los alimentos; ademas, el aislamiento de Lisferia sp. en alimentos como el pescado,
indican su distribucion en la cadena alimentaria’.

Ante esta situacion y la posible emergencia de cultivos resistentes a antibidticos, se planted la
siguiente investigacion con la finalidad de evaluar la actividad de antibidticos de eleccion en 25
cultivos de Listeria provenientes de lugares de expendio de pescado de mercados de la ciudad de
Trujillo (Pert) y conocer, en base a andlisis estadisticos, cual es el antibacteriano que tiene un mejor
efecto sobre Listeria.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos

Se dispuso de 10 cultivos de Listeria monocytogenesy 15 de Listeria sp., debidamente identificados,
los cuales fueron aislados de los lugares de expendio de pescado obtenidos de los mercados del distrito
de Trujillo, La Libertad, Peru.

Reactivacion de los cultivos y obtencion del in6culo.

Se hizo en placas conteniendo agar Oxford e incubandolos a 30°C por 24 horas. Luego se hizo una
suspension bacteriana semejante al patrén de turbidez McFarland 0,5; que es equivalente a 1.5x108
UFC/ml.

Preparacion de placas con medio de cultivo y siembra.

Se prepararon placas Petri con agar Miieller-Hinton (12-15 mL por placa), las que se dejaron secar
por unos minutos en estufa para eliminar el exceso de humedad; luego se sembrd la suspension
bacteriana, con ayuda de un hisopo estéril, sobre la superficie del medio de cultivo y en todas las
direcciones.

Aplicacion de discos de antibioticos para sensibilidad.

Sobre la superficie de la placa ya sembrada, con la suspension bacteriana (indculo), se colocé los
discos de antibidticos, con ayuda de una pinza estéril, y se incubd a 37°C por 18 horas. Los
antibacterianos probados fueron: B-Lactamicos (Penicilina y Ampicilina), Macroélidos (Eritromicina),
Sulfonamidas (Sulfametoxazol trimetoprim), Quinolonas (Ac. Nalidixico), Fluoroquinolonas
(Ciprofloxacina), Aminoglicésidos (Gentamicina), Glicopéptidos (Vancomicina), Fenicoles
(Cloranfenicol), Rifamicinas (Rifampicina) y Tetraciclinas (Tetraciclina).

Medicion del halo.

Pasado el tiempo de incubacion, se midi6 el diametro (en milimetros) de la zona alrededor de cada
disco, esto fue interpretado de acuerdo a los lincamientos del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)!1920, y se clasifico la sensibilidad del antibacteriano en cada cepa,
como susceptible, intermedio o resistente.

RESULTADOS

Se observo una frecuencia del 90% de sensibilidad del cultivo de L. monocytogenes ante
Gentamicina pero 0% de sensibilidad ante Peniclina y Tetraciclina. Ademdas se observa 100% de
sensibilidad del cultivo de Listeria sp. ante Vancomicina y 0% ante Rifampicina y Tetraciclina, sin
diferencia significativa entre los resultados para las dos especies de Listeria (Tabla 1). Se evidencio
que los antibacterianos que tienen mejor accion para L. monosytogenes son: Ampicilina,
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina y Eritromicina; y para Lisferia sp. son:
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina y Ciprofloxacina; por
encontrarse por encima de la media aritmética (Fig. 1).



DISCUSION

De los resultados obtenidos de frecuencia en cuanto al ensayo de sensibilidad antibacteriana
realizado a los diez cultivos de Listeria monocytogenes, tal como se muestra en la Tabla 01, se
evidencia que esta bacteria es sensible en su valor mas alto (90 %) al antibidtico gentamicina, por que
dicha especie posee una sensibilidad natural a Gentamicina por ser un aminoglucésido, ya que inhibe
la sintesis de proteinas a nivel ribosomal?.

Tabla 1. Frecuencia de cultivos sensibles de Listeria monocytogenes y Listeria sp. provenientes de lugares de
expendio de pescado de mercados de la ciudad de Trujillo (Pert) frente a los antibacterianos seleccionados.

Antibacteriano Frecuencia (%) de cultivos sensibles de:
L. monocytogenes Listeria sp.

Ampicilina 80 87
Penicilina 0 7
Eritromicina 70 73
Sulfametoxazole 80 73
Trimetoprim

Acido Nalidixico 30 13
Ciprofloxacina 30 87
Gentamicina 90 87
Vancomicina 80 100
Clorafenicol 30 27
Rifampicina 10 0
Tetraciclina 0 0
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Fig. 1. Analisis de varianza (ANOVA) de la frecuencia de cultivos sensibles de Lisferia monocytogenes y
Listeria sp. Donde: A=Ampicilina; P= Penicilina; E=Eritromicina; SX= Sulfametoxazol Trimetoprim;
NA=Acido Nalidixico, CIP=Ciprofloxacina, G=Gentamicina; VA=Vancomicina; C=Cloranfenicol,
R=Rifampicina; T=Tetraciclina.
mm=  Representa la Media Aritmética

Asimismo, revela una sensibilidad del 80% a ampicilina y sulfametoxazole trimetropin, esto seria
porque ampicilina, siendo un betalactamico, actiia inhibiendo la sintesis de la pared celular e induce un
efecto bacteriolitico; y en el caso del sulfametoxazol y trimetropim, se combina una sulfonamida, que
tiene accion bacteriostatica por ser antagonista del PABA (4cido para aminobenzoico) impidiendo asi
la sintesis de acido félico y consecuentemente la sintesis de timina y purina; con el trimetropin que
complementa ésta accidon por ser un inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa que actia en la



sintesis de acido fblico; actualmente, se considera que las mejores opciones son la penicilina o la
ampicilina, solas o asociadas a gentamicina. Y la combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol se ha
utilizado con éxito en pacientes alérgicos a penicilinas, considerandose en la actualidad la terapia
alternativa en esta circunstanciaZ2l.

La actividad inhibitoria y bactericida de la ampicilina y gentamicina observada en el estudio frente a
L. monocytogenes es una clara evidencia de que ain se mantiene el patron de susceptibilidad a estos
antibioticos de eleccion; sin embargo, también se obtuvo un porcentaje de 80% de sensibilidad ante el
antibiotico vancomicina, el que inhibe la sintesis de peptidoglucano y por lo tanto la sintesis de la
pared celular?.

Para Listeria sp., se evidencio que el 100 % de los cultivos (15) fueron sensibles a vancomicina y se
encontr6 una sensibilidad elevada (83%) para ampicilina, ciprofloxacina y gentamicina. La
ciprofloxacina, como parte de las fluoroquinolonas, es un antibidtico de amplio espectro e inhibe la
enzima topoisomerasa IV y provoca lisis celular. En el caso de gentamicina, ésta inhibe la sintesis
proteica por alterar la interaccion codon-anticodon dando una mala lectura del codigo genético e
inhibir los procesos de iniciacion y elongacion de la sintesis proteica; siendo asi un bacteriostatico.

Cabe sefialar que segiin los datos obtenidos, no hubo registro de sensibilidad para rifampicina y
tetraciclina, pero si hubo resistencia intermedia y resistencia. La literatura revela que existe una
incidencia de al menos una cultivo resistente a ampicilina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y
tetraciclina, detectada en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas4. Coincidiendo con
los resultados obtenidos en la presente investigacion.

El analisis de varianza (ANOVA) indica que para L. monocytogenes se puede utilizar Ampicilina,
Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Vancomicina y Eritromicina, por encontrarse por encima
de la linea que representa la media aritmética; en el caso de Lisferia sp., los antibacterianos factibles
de usar son Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina y Ciprofloxacina.
Ademas, resultd q no hay diferencia significativa entre los resultados de ambas especies trabajadas de
Listeria; por lo que se pueden utilizar los mismos antibidticos para ambas especies. Antibidticos que se
encuentren sobre la media aritmética, ya que éstos serian mas eficaces.

Por lo tanto, el presente trabajo evidencia que Lisferia es un microorganismo sensible a una amplia
gama de antibidticos, como lo describen Oteo y Alds; antibioticos como penicilina, ampicilina,
gentamicina, eritromicina, tetraciclinas, rifampicina y vancomicina. Describiéndose ademas
resistencias a macrolidos y a tetraciclinas en algunos aislamientos; que suelen estar codificadas por
plasmidos, aunque también hay casos de resistencia a tetraciclinas codificada por el cromosoma;
puntualizado asi por dichos autores.

CONCLUSIONES

e No hay diferencia significativa entre Listeria monocytogenes y Listeria sp. con respecto a los
antibacterianos evaluados.

e Se pueden usar los antibidticos Ampicilina, Sulfametoxazole Trimetoprim, Gentamicina,
Vancomicina, Eritromicina y Ciprofloxacina para Listeria monocytogenesy Listeria sp.
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