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Resumen

Listeria spp. es un género bacteriano que se adapta facimente a cambios ambientales y a condiciones quimicas
y fisicas, por eso no es sorprendente la aparicién de resistencia a desinfectantes de uso frecuente en las industrias
de alimentos. La capacidad para adquirir genes de resistencia antimicrobiana a partir de otras especies bacterianas,
hace que este género deba ser observado cuidadosamente desde el punto de vista epidemioldgico. Aunque
aln no se ha demostrado que el abuso de antimicrobianos como promotores de crecimiento en la produccién
de animales (vacas, cerdos y aves, entre otros), esté relacionado directamente con el aumento de la resistencia
antimicrobiana, es inevitable llamar la atencién sobre esta practica. En este articulo se hace una revisién sobre la
taxonomlia, el serotipo, factores de virulencia, el uso de antibidticos en la industria y la resistencia antimicrobiana
de Listeria spp.

Palabras clave: antibidticos, biopelicula, bomba de E-flujo, Listeria spp., resistencia microbiana, resistencia a
desinfectantes.

Abstract
Antimicrobial and disinfectants resistance of Listeria spp.

Listeria spp. is a microorganism easily adaptable to environmental changes and to chemical and physical conditions.
Therefore, the resistance to frequently used disinfectants in the food industries is not surprising. On the other
hand, the ability to acquire antimicrobial resistance genes, from different bacterial genus suggests that this bacterial
genus must be carefully observed from the epidemiological point of view. Although it has not been demonstrated
yet, that the abuse of antimicrobial agents as growth promoters in the animal production (cows, pigs and poultry,
among others) is directly involved with the increase of the antimicrobial resistance, it is inevitable to call attention
on this practice. This article revises taxonomy Listeria spp, serotype factors of virulence, the antibiotic use in the
industry, and its antimicrobial resistance.
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Abreviatura
FUS
NAL
AK
AMX
AM
A/S
AUG
AZT
CB
CFL
CF
CTX
FOX
Cpe
CAZ
CRO
Crm
cP
(o))
CL
CLX
coT
SYN
DX
E
SPX
SM
FLE
FOS
GM
IMP
KM
LZN
MEM
MC
MXF
NEO
FD
NOR
ofl
(0) ¢
P
PB
RIF
SMX
SSS
TET
TO
TMP
VAN

Nomenclatura

Significado
Acido fusidico
Acido nalidixico
Amikacina
Amoxacilina
Ampicilina
Ampicilina/Sulbactam
Augmentin (AMX/Acido clavulanico)
Aztreonam
Carbenicilina
Cefalexina
Cefalotina
Cefotaxime
Cefoxitina
Cefepime
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefuroxime
Ciprofloxacina
Clindamicina
Cloranfenicol
Cloxacilina
Cotrimoxazol
Dalfopristin/Quinupristin
Dicloxacilina
Eritromicina
Esparfloxacina
Estreptomicina
Fleroxacin
Fosfomicina
Gentamicina
Imipenem
Kanamicina
Linezolid
Meropenem
Minociclina
Moxifloxacina
Neomicina
Nitrofurantoina
Norfloxacina
Ofloxacina
Oxacilina
Penicilina
Polimixina B
Rifampicina
Sulfametoxazol
Sulfonamida
Tetraciclina
Tobramicina
Trimetropim
Vancomicina

Clase
Corticoesteroide
Quinolona
Aminoglicsido
B-Lactamicos

[B-Lactamicos/inhibidores de [3-Lactamasa

Monobactam
[3-Lactamico
Cefalosporinas

Fluoroquinolona
Lincosamida
Fenicol
B-Lactamico estable
Sulfonamida
Estreptogramina
B-Lactamico
Macrolido
Fluoroquinolona
Aminoglicésido
Fluoroquinolona
Fosfomicina
Aminoglicésido
Carbapenem
Aminoglicésido
Oxazolidinona
Carbapenem
Tetraciclina
Fluoroquinolona
Aminoglicésido
Nitrofurantoina
Fluoroquinolonas

B-Lactamicos

Lipopéptido

Ansamicina

Inhibidor de la via del folato
Antagonista de la via del folato
Tetraciclina

Aminoglicésido

Inhibidor de la via del folato
Glicopéptido

Tomado de CLSI. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; eventeenth information supplement

M100-517. (1).
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Introduccion

El género Listeria recibe su nombre gracias al cientifico
Joseph Lister, pionero en el concepto de la cirugia aséptica
y en la prevencion de la sepsis quirtrgica. Durante muchos
afos el género estuvo constituido por una sola especie,
Bacterium monocytogenes, actualmente (L. monocytogenes); el
adjetivo “monocytogenes” se aplicé debido a la leucocitosis
mononuclear observada en conejos infectados (1,2).
Inicialmente el genero Listeria fue incluido dentro de la
familia Corynebacteriaceae, sin embargo, en la actualidad
el género pertenece a los bacilos no esporulados Gram-
positivos, cercanamente relacionados con Bacillus spp.,
Clostridium spp., Enterococcus spp., y Streptococus spp.,
entre otros (3-7).

Listeria spp., es un género formado por bacilos anaerébicos
facultativos de 0.4 y 1.5pm, asporogenos, no presentan
cépsula e inméviles a temperaturas entre 10y 25°C. Han sido
aislados de diversas fuentes ambientales, incluyendo suelos,
agua, efluentes y una gran variedad de alimentos, asi como,
heces fecales de humanos y animales (8). En la actualidad
cuando se habla del género Listeria se incluyen seis especies:
L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L.
ivanovii y L. grayi (9). L. monocytogenes y L. ivanovii son
las Ginicas especies patdgenas del género. L. monocytogenes
genera brotes o casos esporddicos (listeriosis) en humanos
y ha sido asociada principalmente con infecciones invasivas
en mds de 40 especies entre mamiferos y aves (10). L.
ivanovii s6lo infecta animales, aunque se conocen tres
casos en humanos (11-13). El 99% de las infecciones
por Listeria son atribuidas a la ingestién de alimentos
contaminados (14).

En humanos la listeriosis invasiva afecta principalmente
el Sistema Nervioso Central (SNC) conduciendo a la
muerte o en su defecto deja secuelas neuroldgicas. En
mujeres en estado de gestacién puede inducir abortos
o infectar al bebé en el momento del parto; la forma
no invasiva ocasiona sindrome gastrointestinal, el cual
en la mayoria de los casos es autolimitante. Aunque la
listeriosis puede manifestarse en personas aparentemente
saludables, existen grupos especialmente sensibles como
los neonatos (15), las mujeres embarazadas (16), los
ancianos y personas inmunocomprometidas (17).

La mortalidad de esta enfermedad oscila entre 20 y 30%

(18). Las manifestaciones mds comunes son meningitis,

meningoencefalitis, septicemia, aborto, infeccién prenatal
y gastroenteritis (17). Son pocos los casos reportados de
infecciones humanas causados por L. ivanovii (19,20), un
paciente con SIDA (12), un caso de infeccién placentaria
(13) y un adulto mayor de 60 afnos con carcinoma
metastdtico en higado (11). Este microorganismo es
zoondtico y posee tropismo por los rumiantes menores;
provocando abortos, septicemia y enteritis, ataca el dtero
gravido de los animales (8,21,22) y generara afecciones
locales como mastitis, endocarditis, enteritis, querato-

conjuntivitis, miocarditis e iritis (23, 24).

Taxonomia del género Listeria

El anilisis filogenético basados en la secuencia de
los tDNAs 16S y 23S, han revelado que el género
comprende dos grupos evolutivos, uno relativamente
distante, correspondiente a L. grayi y el otro formado
por las especies restantes, dentro de las cuales existen
especies patégenas y especies no patégenas como
L. innocua, L. seeligeri y L. welshimeri. El casete de
genes de virulencia relacionado con el ciclo de vida
intracelular (LIPI-1) estd presente en el genoma de las
especies patogénicas, y en L. seeligeri en la cual existe
una disrupcién de la autoregulacién positiva en el
proceso de activacién del LIPI-1; lo que hace que la
cepa no sea patdgena (25,26). Se ha encontrado un alto
grado de homologia en la secuencia del rDNA 168,
entre L.monocytogenes y L. inoccua siendo las de mayor
cercania taxondémica (27,28). El genoma completo
de L. monocytogenes fue secuenciado en el 2001 y se
encontr6 un cromosoma circular de 2°944.528 pb con

un porcentaje de GC~39% (9, 29-31).

Serotipo y virulencia

Se han encontrado diferencias significativas entre la
virulencia de cepas de origen clinico, las cuales presentan dosis
letales més bajas, cuando se les compara con las de alimentos
(32-35). No obstante cualquier cepa de L. monocytogenes es
considerada patégena para los grupos de riesgo. Basados en
los antigenos somdtico (O) y flagelar (H), hasta el momento
se han clasificado, 17 serotipos de Listeria; 13 corresponden
a L. monocytogenes; de los cuales tres (V2a, ¥2b y 4b) han sido
aislados en més del 90% de los casos de listeriosis humana y
animal (36). Otros serotipos como el Yac, ha sido aislado
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con mayor frecuencia de alimentos (37). Algunos de estos
serotipos son compartidos con L. innocua'y con L. seeligeri
(38, 39), Tabla 1.

Tres grandes divisiones gendémicas han sido
identificadas, el grupo I de antigenos flagelares H que
incluye Y2a, Yac, 3a y 3¢, el grupo II al que pertenecen
Vab, 3b, y 4b (47,48) y un tercer grupo, mds pequefo que
estd conformado por los serotipos 4a y 4c encontrados
principalmente en infecciones animales (42,45,49-51).
Pese a que la variacidon genética ha permitido realizar estas
agrupaciones, hay escasez de marcadores genéticos bien
definidos para los distintos linajes como en el caso del
serotipo 4b por ser el mds homogéneo dentro del grupo
IT (17). Aparentemente existen diferencias geograficas
en la distribucién global de los serotipos, el serotipo 4b
predomina en Europa y los serotipos Y2a y ¥2b en Canad4
y los Estados Unidos (52). Se conoce que las cepas del
serotipo 4b fueron las causantes de todos los brotes
epidémicos reportados en Europa y América del Norte
durante las dos tltimas décadas (53). Cepas del serotipo
4b presentan una incidencia del 50% al 70% en casos
clinicos, se han identificado en infecciones esporddicas,
en fuentes comunes de epidemias y son representativas de
los casos de listeriosis perinatal; mostrando su capacidad
para atravesar la barrera feto-placentaria (54,55).

La estructura clonal en L. monocyrogenes sugiere que
el flujo horizontal de genes entre los diferentes serotipos
asociados al linaje clonal, es limitado. Llama la atencién,
que los antigenos flagelares de L. monocytogenes utilizados
en el esquema de serotipificacién ideado por Seeliger and
Hoechne en 1979 correlacionen de manera precisa con la
divisién de las especies. Los grupos genéticos identificados

por andlisis de multilocus enzimdticos (MEE), han sido

confirmados posteriormente por numerosos esquemas
alternativos de tipificacién (56).

Ademis, la secuenciacién o andlisis de polimorfismos
de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) de
genes de L. monocytogenes, que codifican para listeriolisina
O, flagelina, p60 y de una regién genémica esencial para el
crecimiento a baja temperatura han permitido diferenciar
cepas de los serotipos Y2a, Y2c, 3a y 3¢ de cepas de los
serotipos ¥2b, 3b y 4. En otras bacterias patégenas es comin
encontrar linajes clonales, pero la divisién de las especies
de Listeria en grupos serotipicos no es comun, lo que
sugiere que las cepas de ciertos linajes y/o serotipos son mds
virulentas en humanos que otras (57). Cepas del serotipo

Vsc se han encontrado formando biopeliculas (58).

Uso de antibiéticos en la industria

Dentro del peligro de las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) estd la diseminacién de cepas
resistentes a los antibiéticos. El descubrimiento mundial
y uso generalizado de los antibidticos en la industria
agricola, acuicola, veterinaria y en medicina, ha permitido
la supervivencia de las cepas resistentes; generando
desequilibrio ecoldgico (59). La transferencia o
diseminacién de genes de resistencia a antibidticos puede
llevarse a cabo por diferentes formas, (i) la traslocacidn,
(i) la transmisién horizontal por conjugacién, (iii) la
diseminacién de microorganismos resistentes (animal<-
>animal<->medio ambiente), (iv) la diseminacién del
animal al humano (contacto directo, alimentos), (v)
la diseminacién global por exportacién e importacién
de animales y productos contaminados y finalmente
(iv) transmisién de resistencia antimicrobiana en las

instituciones de salud (60).

Tabla 1. Serologia de las diferentes especies de Listeria.

Especie
L. monocytogenes
L. ivanovii 5
L. innocua
L. weishimeri 6a, 6b

L. seeligeri

Serovariedad

Vsa, V5b, Yic, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, “7”

4ab, 6a, 6b, In

Y¥ib, 4c, 4d, 6b, In

In, indefinido. Tomado de (40-46).
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La industrializacién de la produccion de leche, carne y
huevos genera una estancia mayor del animal en las granjas
de crianza y engorde, convirtiéndolo en un consumidor
potencial de antibidticos con el objetivo de disminuir estos
periodos (61-63). La carne cruda se contamina a través de
la carga microbiana intestinal; las leches se contaminan
en el 50% de los casos con las heces de animal durante el
ordeno; y los huevos al ser puestos por las aves también
entran en contacto con microorganismos intestinales.
Para contener la alta incidencia de patégenos de alimentos
se hace necesario aplicar terapia antimicrobiana con
varios propositos, el tratamiento terapéutico de animales
infectados que cursan con diarrea, abscesos, bacteremias,
mastitis entre otros; en este procedimiento se administran
antimicrobianos de amplio espectro como cefalosporinas,
tetraciclinas, aminoglucésidos, macrélidos, TMP/SMX,
PB y quinolonas. Estos antibidticos, que también son
empleados a nivel hospitalario, se emplean en los rebanos
como metafildcticos y profildcticos (64).

Por ejemplo, en las granjas lecheras los terneros son
alimentados de 6 a 8 semanas con leche natural o leche
de reemplazo y se les administra tetraciclinas, penicilinas
o sulfonamidas para prevenir la diarrea y la neumonia.
Aunque en el alimento de las vacas lecheras se adicionan
pocos antimicrobianos (penicilinas, cefalosporinas, E y
oxitetraciclinas), estos antibidticos pueden ser inyectados
en las ubres cuando la patologia lo amerita, a fin de
prevenir la mastitis durante los periodos en que no hay
lactancia (58); esta prdctica presiona la transferencia de
genes de resistencia entre bacterias, independientemente
del género y la especie.

Los primeros reportes de las cantidades de antibi6ticos
empleados en la industria lictea se conocieron en Francia
en 1989 con 50.000Kg de B-lactdmicos, 57.100Kg de
aminoglucésidos, 99.600Kg de CL, 116.800Kg de TET,
37.000Kg de macrélidos, 138.600Kg de SSS, 77.200Kg de
FD (21, 65-69). En los paises bajos se utilizaron 300.000 Kg
de antibiéticos en la industria veterinaria en 1990 (69). En
Suecia en 1980, antes de la prohibicién del uso de antibidticos
como promotores del crecimiento animal, se usaron 41 .270Kg
y después de la prohibicién el consumo por esta causa
disminuy6 a20.307Kgen 1996 (65). En Dinamarca en 1996,
22.000Kg entre aminoglicésidos, macrdlidos, penicilinas y

tetraciclinas, se destinaron para uso terapéutico (70).

Seglin estudio realizado por la embajada de Espana
en Bogotd, Colombia; se invirtieron USD$3.514.850 y
USD$3.367.599 en los afios 2002 y 2003 respectivamente
para la importacién de antibi6ticos para salud animal (71).
Sin embargo, no es claro cuanto de esta inversién se destino
al tratamiento profildctico para engorde. Se han tomado
medidas contra el uso indiscriminado de antimicrobianos;
por ejemplo la normativa nacional dictada por el ICA, para
sanidad animal en la industria porcina, prohibe el uso de
ED, CL, violeta de genciana y dimetridazol, aunque atin
existen deficiencias en la vigilancia y en el control de la

comercializacion de estos productos (72).

Resistencia antimicrobiana de Listeria spp.

La resistencia antimicrobiana de Listeria spp., como
patdgeno alimentario es emergente, pues varios estudios han
revelado que cepas de Listeria spp., aisladas de humanos, de
cadenas de produccién de alimentos o del medio ambiente
han resultado ser resistentes a uno o mds antibidticos
(69,73,74). L. monocytogenes presenta resistencia natural a
las cefalosporinas de tercera generacién, AZT, FOS, dcido
pipemidico, SYN y SMX (65,69,75). L. innocua presenta
resistencia natural a enoxacina, SPX, FOS y FUS. L. seeligeri
y L ivanovii presentan resistencia natural a enoxacina, SPX,
FUS, FLE y pefloxacina. L. welshimeri presenta resistencia
natural a FUS, mientras que L. grayi presenta resistencia
natural a FUS, TMP y COT (76,77).

Varios de los estudios realizados sobre resistencia
antimicrobiana en Listeria spp., muestran claramente que,
el material genético implicado en la adaptacién evolutiva a
corto plazo puede ser transferido exitosamente a Listeria spp.,
y aun entre Listeria spp., y otras bacterias Gram-positivas
evolutivamente relacionadas, como Enterococcus spp. (47). De
otro lado, la heterogeneidad genética de Listeria spp., indica
que la transferencia horizontal de genes es relativamente
comun en esta bacteria y que probablemente los bacteriéfagos
juegan un papel importante en la plasticidad de Listeria spp.,
(75). En sentido general, la Tabla 2 relaciona algunos de
los plasmidos, transposones, y genes que por conjugacién
pueden ser transmitidos desde y hacia cepas de Listeria;
estos elementos moviles, algunos replicones integrativos y
los procesos de recombinacién homoéloga y sitio especifico
han sido los causantes en muchos casos de las resistencias
encontradas, Tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Plasmidos y transposones transferibles “in vivo” e “in vitro”.

Plasmido, Origen Transmision Frecuencia de Resistencia
transposon o gen horizontal y vertical  transferencia o
conjugacion
pIP501 Streptococcus agalactiae L. monocytogenes 10° CL
L. murrayi macrélidos
L. grayi lincosamidas
estreptograminas
pAMbI Enterococcus faecalis L. monocytogenes 10-10° E
p portador del cluster Enterococcus faecium L. monocylogene ND VAN
vanA L. ivanovii
L. welshimeri
pIP8II Enterococcus spp L. monocytogenes ND CL
Streptococcus spp. E
SM
pIP823 L. monocytogenes L. monocytogenes ND TMP
E. faecalis E. faecalis
S. aureus E. coli
B. subtilis
E. coli
Tn916 tet(M) E. faecalis L. innocua 10° TET-MC
L. murrayi
L. grayi
Tnl545 S. pneumoniae L. monocytogenes Aumenta con TET-MC
concentraciones
subletales de TET
Erm(A) S. pyogenes E. faecalis 10°-107 E
L. innocua
S. pyogenes

ND. No determinada. Tomado de (65)

La primera cepa de L. monocytogenes resistente
a >10ug/mL de TET se reporté en 1988 (65). La
resistenciaa TET (65,77) ha sido frecuente en aislamientos
provenientes de animales y humanos y ha estado codificada
en pldsmidos autotrasmisibles que portan el gen 7#(S),
también se han detectado otras cepas con resistencia
cruzada a TET (MIC, 64 a 128ug/mL) y MC (MIC
4 mg/mL); en estos casos el gen ze(M) ha estado asociado
con el gen int=Tn que codifica para una integrasa responsable
de la movilidad de transposones conjugativos tipo Tn1545-
Tn916 de Enterococcus-Streptococcus (78), Tablas 2 y 3.
Otras cepas solo resistentes a TET (MIC 64 pug/mL) han
sido aisladas; en estas el gen ze£(L) (homdlogo funcional de
tet(K) encontrado en otras cepas) ha sido identificado. Este
gen codifica para una proteina que activa la bomba de E-flujo
para TET desde la bacteria, mientras ze{M) codifica para una

proteina citoplasmadtica responsable de la proteccién de los
ribosomas (65), Tabla 3.

La resistenciaa TMP (MIC 1024 ug/mL) fue detectada
por la presencia de un gen idéntico a dfrD de Staphylococcus
haemolyticus; este gen codifica para la enzima dihidrofolato
reductasa (E.C. 1.5.1.3) que confiere una alta resistencia
al antibiéticos. De otro lado la mayoria de estas cepas
han sido sensibles a SMX; sin embargo, el sinergismo
de estos dos antibidticos se pierde como resultado de
la resistencia al primero (65), Tabla 3. La resistencia a
fluoroquinolonas ha ocurrido fundamentalmente por
una bomba de E-flujo codificada en los genes cuyo
producto presenta un 44% de identidad con PmrA de
Streptococcus pneumoniae, perteneciente a una familia de
supertransportadores. Ciertas mutaciones de los genes Ide

resultan en la resistencia a fluoroquinolonas y disminuyen
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Tabla 3. Algunos reportes de resistencia antimicrobiana de Listeria spp.

Resistentes/ Ref.
Microorganismo  Ano Pais # muestras  Informacion de resistencia Origen
(incidencia)
I >10ug/ml TET ND (38,39)
1988 CL (MIC, 64 pg/ml}E (MIC 48 ug/ml)-
I SM (MIC, 256 pug/ml) -TET (MIC, 128
ug/ml)-MC (MIC, 8ug/ml)
| CM, E, SM, TET-MC Humano
francia
I CM, E, TET-MC
1990 ND I SM
. Alimentos y
L.monocytogenes Canada 2 TET ambientes
I E
Reino Unido
:ggg’ 33 TET Humanos
1 SM
1 KM, SM, SSS
I KM, RIF, SM, SSS
1991 I CL, E, KM, RIF, SM, SSS
I E Alimentos y
) SM, SSS ambientes
Itaia | KM, SM, SSS
L. innocua I E TET
I TET
1991 y . tetM-TET (transposon defectuoso por . (38,39, 82)
1993 1/10(10%) tanto no transferible) Salchicha de
pollo o de pavo
2/10 (20%) ermC-E (MIC>256p.g/ml) ¥ queso
3/10 0% i N mozzarela (65)
L monocytogenes /10 (30%) ermC-E (MIC>256g/ml)
1993 Suecia | CL,E, TET-MC Humanos (66)
L. innocua 1994 Espaia 8 TET Ahm.e ntosy
ambientes
Suiza 2 SM
Humanos
I SM
francia I T™MP
L.monocytogenes 3l TET-MC
Italia 5 TET-MC
1995 Checoslovaquia | TET-MC
Alimentos y
Italia 16 TET-MC ambientes
Suiza 4 TET-MC
L. innocua Espaia I TET-MC
Francia | TET-MC
Italia I SM, TET-MC
Sigue...
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Resistentes/ Ref.
Microorganismo  Ano Pais # muestras  Informacion de resistencia Origen
(incidencia)
Suiza 4 TET-MC
L. innocua Espaiia I TET-MC
Francia I TET-MC
I SM, TET-MC
Italia
L. welshimeri 2 TET-MC 1(tet(M)/int-Tn),1(tet(S)) Alimentos
3 TET
1996 Francia
I CP Humanos
Grecia | CL, CD, GM, SM, TO
1997 Alemania - NAL, CTX, Cpe, D-Ofl, FOS 0 (®)
Francia - dfrD-TMP (74)
2 Cepas con Resistencia exporadica 19
o Leche cruda y
Irlanda del 4745 (8.8%) a TET (MIC 64 ug/ml), 2/45 (4.4%) alimentos en
Norte ’ (AM, GM, TET, SM, KM, E, CL,RIF
2001 yCF) ‘
Sangre, (84)
Costa Rica 8/16 (50%) Resistenciaa AM, 3/ 16 Liquido
(19%) GM cefalorraquide
o (Pacientes)
L.monocytogenes 85
52/52(100%)  CAZ, CFL, FOX (85)
) AK 10(19.2%), CB 42(80.8%), CRO o
2000 Brasil 9 42(80.8%), NOR 2(3.9%), CF 1(1.9%), Jamén tajado
CTX 40(76.9%), OX 24(46.1%), OD
43(82.69)
Sandwich, (78)
2002- Estados 915063 (3%) 91(100%) NAL, 1 (1.1%) CP, 16(16%) pavo ahumado,
2003 Unidos ’ TET, 55(60 %) SMX, jamén, carnes,
entre otros
CP (MIC 0.5 -16ug/ml), NOR (MIC 2- (86)
2003 Francia 7/488 (1.4%) 48ug/ml), SPX (MIC 1-1.5ug/ml), MXF  Humanos
(MIC 0.25-0.38pLg/ml)
49 (43%) %/; (50%) E, 1/4 (25%) CL, 1/4 (25%) (87)
L. innocua 2003 2/93 (2.2%) 112 (50%) E, 1/2 (50%) CP
L. welshimeri 000 Ve 63090 112 (50%) P-G, 1/2 (50%) AM Quesoy atin
L. seeligeri 2/93 (2.2%) 112 (50%) P-G, 1/2 (50%) AM
L. ivanovii 2/93 (2.2%) 2/2 (100%) AM
2004 Serbia | AM, MEM (75)
L.monocytogenes Humano
o 0 tetM-TET (MIC 48 ug/ml), de Tn916 — (88)
Bélgica 1/241 (0.4%) Tn1545
2005 tetM-TET (MIC w 32ug/ml), grupo
Sigue...
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Resistentes/ Ref.
Microorganismo  Ano Pais # muestras  Informacion de resistencia Origen
(incidencia)
L. innocua 11241 (0.4%) (SHG) llde S.aureus y Lactobacillus
Spp.

tetM-TET (MIC = 32ug/ml), grupo
17241 (0.4%) (SHG) Il de  S.aureus y Lactobacillus
spp.

tetM-TET (MIC = 32ug/ml), de Tn916 -
Tn1545
5(66%) AM (10ug/disco), 9(100%) CF (89)
(30ug/disco), 1(11%) KM (30ug/disco),
9146 (62%)  6(66%) TMPISMX
(1.25/23.75ug/disco), 9(100%)  NAL
(30ug/disco)
65(96%) AM (10ug/disco), 8(12%) CL
(30ug/disco), 68(100%) CF  Alimentos
(30pg/disco), 30(44%) CP (5ug/disco),
22(32%) KM (30ug/disco), 68(100%)
NAL (30ug/disco), 68(100%)  TO
Turquia (10ug/disco)
1(100%) AM (10pg/disco), 1(100%) CF
L. welshimeri 1/146 (0.7%) (30ug/disco), 1(100%) TO
(10pg/disco)
1(100%) AM (10pg/disco), 1(100%) CL
(30ug/disco), 1(100%) CF
(30ug/disco), 1(100%) CP (5ug/disco),
L. murrayi 1/146 (0.1%) 1(100%) KM (30ug/disco), 1(100%)
NAL (30ug/disco), 1(100%)  TET
(30ug/disco), 1(100%) TO
(10ug/disco)
AM 32/136(23.7%), GM  3/136 (2.3%), (90)
CF 36/136 (26.7%), CAZ 20/136
(14.4%), P 31/136 (22.5%), Crm 7/136
(5.2%), DX 5/136 (4%), E 17/136
(12.1%), TET 9/136 (6.4%), TMP/SMX
17/136 (12.7%)
AM  125/220(56.6%), GM 18/220
(8.1%), CF 101/220 (45.7%), CAZ
. 2006 México 70/220 (31 .8%), P 103/220 (46.8%),
L. innocua 20590 (0.TA) - Gy 4(3/220 (1)9.6%), DX( 20/2%0
(9.2%), E 43/220 (19.6%), TET 23/220
(10.4%), TMPISMX 42/220 (19.1%)
AM 3/66(5%), CF 5/66 (6.9%), CAZ
3/66 (4.6%), P 1/66 (1.7%), Crm 2/66
L. ivanovii 66/544 (1L1%)  (2.3%), DX 2/66 (2.3%), E 8/66
(12.1%), TET 5/66 (6.9%), TMP/SMX
1166 (1.7%)
ZO},E:]?rTL:l/)ml) E (15ug/ml)y  SM Queso costefio €0
2007 43/153 (28.1) E (MIC 8-16pg/ml) Suelos n)

Francia

0,
L.monocyfogenes |/24| (04/:)

L. innocua 68/146 (46.6%)

L.monocytogenes 136/544 (25%)

Agua de mar
pescados

L. ivanovii Colombia 3/32 (9.4%)

Sigue...
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Resistentes/
# muestras
(incidencia)

Microorganismo Ano Pais

L.monocytogenes Nigeria 80/153 (52.29)

51/153 (33.3)

44/153 (28.8)

24/153 (15.34%)

Ref.
Informacion de resistencia Origen
CL (MIC 8-16ug/ml) agricolas,
AUG (MIC 4 -16ugiml)/AMX (MIC 4 -  vegetalesy
COT (MIC =16ug/ml)/CL (MIC8 - estiércol de
16 pg/ml)AMX (MIC 4-8ug/ml) vaaa
CLX (MIC8 -16ug/ml)/COT (MIC

216 pg/mi)/GM (MIC w16ug/mi)

ND. No determinada

la susceptibilidad a bromuro de etidio y a naranja de
acridina (67), Tabla 3.

La resistenciaa SM ha sido observada en varios aislamientos
clinicos de Listeria spp., los niveles bajos (MIC 30-641g/mL)
de resistencia han sido asociados a mutaciones ribosomales y los
niveles altos (MIC 512ug/mL) por la presencia del gen 2adb,
que codifica para la 6-N-estreptomicina adenililtransferasa
(E.C.2.7.7.47); gen que ha sido reconocido originalmente en
Enterococcus spp., y Streprococcus spp., (67). De otro lado la
resistencia a E (MIC >32ug/mL) has sido encontrada en
L. monocytogenes'y L. innocua, en las cuales el gen ermC
fue identificado (65), Tabla 3.

En Francia, entre 1994 y 1995, se encontré la primera
cepa resistente a CP (79); estudios realizados en Dinamarca
reportaron cepas resistentes con MIC 0.38-1.5g/mL, lo que
coincide con trabajos previos donde se habfan demostrado
MIC 90 1.6pg/mL, mientras que en otros trabajos realizados
en 1991 se reportaron MIC 0.5-2pug/mL (80). En algunos
trabajos se han reportado cepas resistentes a GM con MIC
2ug/mL (81). Otras resistencias han sido encontradas en
cepas de Listeria spp., entre ellas la resistencia a doxiciclina
(MIC 4pg/mL) (65), Tabla 3.

Sin embargo los casos de multiresistencia antimicrobiana
son mucho mds complejos en cuanto a la seleccién de los
antibidticos para el tratamiento, ya que en algunos casos los
antimicrobianos seleccionados ‘i vitro”no son igualmente
efectivos “in vivo”. En la Tabla 4 se listan algunas de
las combinaciones fenotipicas de multirresistencias
encontradas en Listeria spp., independientemente de que
hayan sido aislamientos de humanos, animales, alimentos
o ambientes.

Con relacién al desarrollo de resistencia, desde hace
tiempo se conoce que un factor de gran importancia es

la capacidad de la bacteria para adaptarse a condiciones
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ambientales adversas, de modo que la exposicién de
Listeria a niveles subletales de un agente antimicrobiano,
facilita la adaptacién y la adquisicién de resistencia al
antibidtico, incluyendo la resistencia cruzada con otros
antimicrobianos (89). La combinacién de las diferentes
clases de antibidticos observadas en la Tabla 4, hace
reflexionar sobre el uso de los antibidticos y sugiere que
los tratamientos mds comtinmente empleados podrian no
ser efectivos contra la infeccién. En la Tabla 5 se observan
algunos tratamientos de casos de hidrocefalia, linfadenitis,
meningitis peritonitis, artritis y bacteremia por Listeria
spp.» en los que la terapia antimicrobiana ha sido efectiva

contra la infeccién.

Resistencia de Listeria spp., a desinfectantes

Elaumento en la incidencia de comida contaminada por
patdgenos ha generado un gran costo social y econémico
porque se ven involucrados los organismos de salud
publica y la industria de alimentos; lo cual demanda gran
efectividad de los desinfectantes y los agentes de limpieza,
alos que se les debe controlar temperatura, pH, tiempo de
contacto, composicion, concentracién y rotaciéon. Estos
factores junto con la abrasién mecdnica deberian lograr un
efecto de limpieza, sin embargo se conoce el inconveniente
de resistencia a los desinfectantes de los microorganismos
en los procesos industriales (122).

La eficacia ‘i vitro” del hipoclorito de sodio, el yodo,
los peréxidos y los compuestos de amonio cuaternario
frente a L. monocytogenes es conocida en ausencia de materia
orgdnica, aunque este microorganismo ha venido mostrando
resistencia a mds de diez desinfectantes de superficies y como
contaminante de alimentos demostrd ser mds resistente a
los desinfectantes, cuando se emplea la técnica de superficie

que a los utilizados en suspensién (123). La razén es que
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Tabla 4. Reportes de multirresistencia en Listeria spp.

Fenotipo de multirresistencia

GM,SM, CL,CD

AM,GM

AUG, E

AUG, AMX

E, TET

CLX, GM

COT,CL

AUG, E, TET

CLX, COT,GM

COT, CL, AMX

AM, E, TET, DX, TMP/SMX
CL, E, SM, TET, MC

CM, E, SM, TET-MC

CM, E, TET-MC

KM, RIF, SM, SSS

CL, E, KM, RIF, SM, SSS
KM, SM, SSS

E, TET

CL, E, TET-MC

SM, TET-MC
CL,CD,GM,SM, TO

NAL, CTX, Cpe, D-Ofl, FOS
AM, GM, TET, SM, KM, E, CL, RIF CF
CAZ, CFL, FOX

AM, MEM

AUG, AMX

AUG, E

COoT, CL, AMX

CLX, COT,GM

Ref.
(65)

(66)
(74

(84)
(87)
(80)
(73)
"

(81)
(92-94)

(12)

la técnica de superficie el desinfectante entra en contacto
con el microorganismo en una sola direccién mientras que
en suspension rodea el microorganismo lo que favorece
su accién.

En la industria de alimentos los microorganismos se
adhieren a la superficie, por lo tanto este tipo de prueba
se acerca mds a las condiciones reales de limpieza. No
obstante, varios factores pueden reducir el efecto de
los desinfectantes sobre los microorganismos, los mds
importantes son la presencia de materia orgdnica y la
formacién de biopeliculas (118), por esta razdén las
superficies deben limpiarse efectivamente antes de aplicar
el desinfectante, lo que demuestra la efectividad del uso
de los agentes limpiadores y desinfectantes por separado.
Segtin la prueba de superficie empleada en Europa,
sesenta minutos de exposicién a los agentes desinfectantes
logran la desinfeccién de las superficies. En la industria

de alimentos hay una tendencia a largos periodos de

produccién alternado con intervalos cortos de limpieza y
desinfeccion por razones netamente de costos (123,124),
lo que hace inviable esta recomendacion.

L. monocytogenes ha desarrollado diferentes mecanismos
para eludir el efecto téxico de los antibidticos y generar
proteccion contra los compuestos quimicos de los
desinfectantes. Desde 1988 se viene reportando resistencia
a los compuestos de amonio cuaternario, (QAC)
entendiendo por resistencia en la industria de alimentos a la
habilidad que desarrollan los microorganismos a sobrevivir
a exposiciones cortas de los desinfectantes (125).

Una de las causas de esta tolerancia es el aumento en la
frecuencia de contacto con los QAC (125,126). Por esta
razén, la industria de alimentos aconseja una rotacion
constante de los diferentes desinfectantes, sin embargo
se ha considerado que la adaptacién cruzada con otros
desinfectantes diferentes a QAC es responsable de reforzar

la supervivencia de los microorganismos (127,128),
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Tabla 5. Tratamientos antimicrobianos sugeridos contra Listeria spp.

Antibiético Microorganismo Ano publicacion Ref.
GM L. ivanovii 1994 (95)
AM-GM L. monocytogenes 1996 (96)
AMX-SPX 1997 (97)
TMP-SMX-GM
SPX- GM
AM-VAN (98)
AM-GM-IMP
AM-GM
AM
AM-GM-TMP/SMX
AM-IMP
A/S 1998 (99)
AM (65)
AM o P-G-GM 1999 (65, 100)
TMP-SMX (92)
AM-AK (93)
TMP-SMX-RIF 2000 (94)
AMX-GM (15)
AM-GM (101)
AM 2001 (102)
CP-VAN (103, 104)
AM-GM 2002 (105)
VAN-COT (106)
AM-Crm (107)
AMX (108)
AM 2003 (109)
VAN-TO 2004 (110)
AUG 2005 (67, 111, 112)
AM o P-GM (113, 114)
AM (67)
LZN (114)
P-G (115)
TMP-SMX 2006 (116)
COT-RIF (117)
LZN (118-121)

como lo demuestra un estudio en el cual se evidenci6
la adaptacion de L. monocytogenes después de 2 horas de
exposicion a varios desinfectantes como la alquilamina
terciaria, y compuestos de QAC (surfactantes catidnicos
con mecanismos similares de accién). En el mismo estudio
se resalta el posible efecto sinérgico entre dos mecanismos
de resistencia, el que aumenta el MIC y el que conduce
a las bacterias a formar biopeliculas (65). A pesar de ello
no es posible hablar de adaptacién especifica ya que varios
desinfectantes, presentan adaptacion cruzada atn con
mecanismos de accién diferentes.

En un estudio realizado en el ano 2000 con L. monocytogenes

el 10% de las cepas (20/200) mostraron resistencia a cloruro

de benzalconio (BC), (MIC 4-7u g/mL); en el 15% de
estas cepas (3/20) BCR, se encontré una bomba de E-flujo,
lo cual fue corroborado con la resistencia a bromuro de
etidio (EBR). En este caso a diferencia de lo reportado
por Charpentier y colaboradores en 1999 (65) no se
encontr6 relacién entre la bomba de E-flujo y la resistencia
a antibiéticos. No obstante es importante destacar que
no se ensayaron fluoroquinolonas en el estudio, lo cual
habria permitido relacionar la resistencia al antimicrobiano
con la bomba de E-flujo detectada (123). Romanova y
colaboradores en el 2006 demostraron que de las dos
bombas de E-flujo identificadas en Listeria (MdrL y Lde),
la primera estd involucrada en la adaptacién a BC (129).
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A través de las fuerzas de Van der Waals y el flagelo
bacteriano, se logra la unién de las bacterias a las superficies,
después del primer contacto con la superficie, la bacteria
produce fibras delgadas de polisacdridos hasta formar el
limo extracelular que por lo general contiene nutrientes, lo
que facilita la multiplicacion bacteriana. Las biopeliculas
estdn formadas por consorcios bacterianos, entre ellas
las bacterias sulfatoreductoras, sulforosas, excretoras de
4cidos orgdnicos y de exopolimeros. Es precisamente la
coexistencia de varios géneros bacterianos la que confiere
la resistencia a los agentes desinfectantes y bactericidas.

Las bacterias al formar biopeliculas sobreviven en
superficies inertes como el acero inoxidable y obtienen
los nutrientes a partir de su propio metabolismo; en este
sentido las bacterias que mueren, proporcionan en gran
parte el sustento para las nuevas células. L. monocytogenes,
Pseudomonas spp., y Bacillus spp., son indicadores de la
presencia de biopeliculas y por consiguiente de fallas en el
proceso de higienizacién de las plantas de procesamiento
industrial.

L. monocytogenes forma biopeliculas en asociacién con
Pseudomonas spp. (130), y debido a la facultad de
L. monocytogenes para formar biopeliculas, se aconseja hacer
varios ciclos de desinfeccién, ya que la primera aplicacién
erradica la masa de células de la biopelicula, separdndola de
las células persistentes. Al retirar el desinfectante, se ofrece
la oportunidad a las células de formar la biopelicula y la
segunda aplicacién destruye la biopelicula regenerada. El
procedimiento se sustenta al observar que la persistencia
disminuye de una generacién a otra (131). Las biopeliculas se
componen de una o de especies diferentes (132), la cercania
evolutiva entre estas, facilita la transferencia horizontal
y vertical de genes, pldsmidos o fagos, siendo estos los
mecanismos de transferencia de informacién genética mds
frecuentes.

El estrés ambiental producido por el uso de
desinfectantes favorece el desarrollo de células viables
no cultivables (VBNC) que van a formar parte de las
biopeliculas, contribuyendo a la complejidad de la
tolerancia. La estratificacién celular en las biopeliculas
genera diferencias en la resistencia a los desinfectantes
y antimicrobianos, en la cual las células de la superficie
que ya han estado en contacto con los desinfectantes
son marcadas para iniciar el proceso de defensa, ya sea

mediante la produccién de enzimas o la transferencia

de informacién genética. No obstante a pesar de ser
eliminadas por el desinfectante, este le ha conferido a las
capas celulares internas, unos rasgos de resistencia que
antes no tenfan, por esta razén la primera pelicula de
células adherida a las superficies posee mayor resistencia a
los productos empleados en la desinfeccién (133-135).

Son pocos los estudios publicados en Colombia
sobre resistencia a desinfectantes de Listeria spp. En un
estudio se demostré que la resistencia a compuestos de
amonio cuaternario, compuestos yodados y liberadores
de cloro estaba mediada por pldsmidos en el 87% de las
cepas estudiadas (136), lo que coincidié con lo descrito
por McDonnell y Russell en 1999. El mecanismo de
resistencia més frecuente para BCy el bromuro de etidio
es mediante bombas de E-flujo (123). En algunos casos se
ha comprobado que la adaptabilidad de L. monocyrogenes a
los diferentes desinfectantes se debe al manejo inapropiado
de los desinfectantes (pH en solucién, concentracién y la
temperatura) (137,138).

Algunos estudios han encontrado aislamientos de L.
monocytogenes portadoras y multi-portadoras de pldsmidos
entre 5y 52MDa, y aunque se encontr6 cierta tolerancia a
desinfectantes, no fue posible relacionar esta resistencia con
la presencia de los pldsmidos mencionados (139). Otros
estudios encontraron cepas de Listeria spp., multiresistentes
a desinfectantes-antisépticos en las cuales se aislaron
pldsmidos provenientes de Staphylococcus que trasmitieron
la resistencia al ser transformados en cepas sensibles de L.
monocytogenes'y Staphylococcus aureus (140).

Finalmente, L. monocytogenes puede adquirir genes por
transferencia horizontal y vertical a partir de Staphylococccus
spp. y Streptococcus spp., Enterococcus spp., entre otros,
lo que explica la aparicién de cepas multiresistentes que
dejan entrever la pérdida de opciones terapéuticas. En
este sentido la CLSI (Clinical and Laboratory Standard
Institute, USA) orienta la terapia claramente al uso de P
y AM y restringe las cefalosporinas debido a la resistencia
intrinseca del microorganismo y como segunda terapia
propone TMP/SMX; pero en las terapias combinadas para
el tratamiento de L. monocytogenes desde 1997 se viene
haciendo uso de VAN, AK y LZN, llama la atencién que
LZ es una de las pocas opciones terapéuticas para el caso
de microorganismos VANR.

De los mecanismos de resistencia estudiados, los
mids significativos son intrinsecos como la capacidad

213



NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA EN CIENCIAS BIOMEDICAS - ISSN:1794-2470 VOL.6 No. 10 JULIO - DICIEMBRE DE 2008:101-236

de adaptacién y la formacién de biopeliculas; en esos
términos, utilizar la palabra tolerancia y no el término de
resistencia serfa mds apropiado, entiendo que tolerancia
es un efecto de proteccidn en el desarrollo que le permite
a los microorganismos sobrevivir en presencia de un
agente activo. Las causas mds reportadas de tolerancia a
desinfectantes hacen referencia a la limpieza inadecuada,
eleccién incorrecta del agente, o pricticas de control
de infeccién poco efectivas. Dentro de los mecanismos
de resistencia a algunos desinfectantes como BC y
fluoroquinolonas estin las bombas de E-flujo.

De otro lado, los autores hacen un llamado al uso
racional y prudente de los antibiéticos al tratar de emplear
antibidticos especificos o con el espectro antimicrobiano
adecuado en terapias intra-hopitalarias y a la disminucién
del uso de antimicrobianos como promotores del
creciemiento en animales no enfermos, para de esta manera
reducir la posibilidad de generacién de nuevos mecanismos
de resistencia que pueden ser transmitidos a Listeria y

controlar la listeriosis oportunista a través de alimentos.

NOVA
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