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Resumen

Objetivo. Evaluar la resistencia antimicrobiana en cepas de L. monocytogenes
aisladas de cortes de carne de origen porcino. Materiales y métodos. Se
recolectaron 135 muestras, distribuidas en cinco muestreos durante el afio 2010 y
2011, provenientes de puntos de venta en la ciudad de Bogota. Las muestras se
procesaron segun la norma ISO 11290-1 y posteriormente se confirmaron los
aislamientos por PCR-multiple. A cada uno de los aislamientos confirmados, se
efectto el perfil de sensibilidad antimicrobiana por la técnica de microdilucion
(sistema MicroScan) y los datos fueron procesados en el software Whonet 5.6.
Resultados. Se obtuvo una incidencia del 33,3% de L. monocytogenes en carne
de origen porcino; con respecto al perfil de sensibilidad antimicrobiana se encontré
un aislamiento resistente a tripretoprim/sulfametoxazol, 34 (75,6%) cepas
resistentes a clindamicina, 4 (8,9%) a azitromicina y 4 (8,9%) a eritromicina.
Conclusiones. El estudio mostr6 que los aislamientos de L. monocytogenes
provenientes de muestras de origen de carne porcino fueron sensibles a los
antibiéticos mas comunmente utilizados para tratar la listeriosis humana.

Introduccién

El género Listeria spp corresponde a bacterias coco bacilos Gram positivos,
moviles y no esporulados (1), se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza, en el suelo, agua, abonos organicos, vegetacion y aguas residuales
(2). Actualmente se han descrito ocho especies de este género: Listeria
monocytogenes, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria
welshimeri, Listeria grayi, Listeria rocourtiae y Listeria marthii (3), de las cuales
Unicamente las especies L. monocytogenes y L. ivanovii se consideran
patogénicas, la primera en humanos y L. ivanovii en otros mamiferos,
especialmente en rumiantes (4).

El impacto que tiene L. monocytogenes a nivel de salud, esté al ser responsable
de una enfermedad llamada ‘“listeriosis™ la cual afecta principalmente a
poblaciones de riesgo tales como: mujeres embarazadas, recién nacidos,
ancianos y personas inmunocomprometidas, como pacientes VIH positivo, 0 con
afecciones crénicas como cirrosis, entre otras (5-6), causando diversas patologia
como abortos, partos prematuros, meningitis y septicemia (7).

La transmision de L. monocytogenes por el consumo de alimentos es reconocida
desde 1980 como via principal (6). La carne de cerdo y sus derivados se han visto
involucrados en brotes alimentarios (7-10).

En Colombia, se reconoce la importancia de L. monocytogenes, sin embargo la
informacion en humanos es escasa, dado que los casos clinicos no se
diagnostican adecuadamente, puesto que los signos y sintomas pueden llevar a la
confusién etioldgica, y por tanto a la generacion de subregistos en la notificacion
(11). El diagnostico que se realice es fundamental para suministrar tratamiento ya
sea con antibiéticos como la ampicilina o con asociaciones de un aminoglucosido
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como la gentamicina (12), no obstante para ello es primordial conocer el perfil de
sensibilidad antimicrobiana de este microorganismo.

Justificacién y planteamiento del problema

La listeriosis es una enfermedad causada por L. monocytogenes. En Colombia el
Instituto Nacional de Salud (INS) en los ultimos 10 afios ha reportado 186 casos
de listeriosis siendo los mas frecuentes aquellos asociados a meningitis (13),
demostrando asi, la circulacion del microorganismo en el pais. A pesar de ser una
enfermedad considerada inusual por la presencia de casos esporadicos, su indice
de mortalidad es muy elevado, el cual varia entre el 20 y 30%, alcanzando un 70%
en casos de meningitis, 50% en septicemia y hasta el 80% en infecciones
neonatales (14), de ahi la importancia de prevenir esta patologia.

Los alimentos tales como leche cruda, quesos, vegetales, carne cruda y curada,
son los principales vehiculos de entrada de L. monocytogenes en el ser humano;
sin embargo los alimentos denominados listos para el consumo han sido
asociados con mayor frecuencia a la listeriosis al ser productos que tienen una
conservacion prolongada y se consumen sin tratamientos previos (15).

La carne de origen porcino contaminada, es un alimento asociado a la
enfermedad, probablemente como resultado de la exposiciobn ante-morten del
animal al microorganismo (2), por tanto la importancia que las plantas de
alimentos céarnicos encargadas del procesamiento del alimento, evallen si este se
encuentra contaminado con el patégeno.

A pesar que en Colombia existen normativas como el Decreto 2270 del 2012, el
cual modifica al Decreto 1500 del 2007 con el fin de ejercer un control sanitario
sobre las plantas de desposte y expendios de carne (16-17); ha sido complejo
manejar esta situacion, ya que algunas plantas no han conseguido implementar el
plan HACCP (Plan de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control) que esta
dentro de los requerimientos de la normativa (18), lo cual ha ocasionado la
ampliacion de los plazos para cumplir las especificaciones, y por tanto un control
sanitario deficiente que puede favorecer la presencia del patégeno, adicionalmente
en el pais no hay una norma gubernamental donde se pida la busqueda de este
patégeno en derivados carnicos.

Con respecto al tratamiento indicado para pacientes con listeriosis, se han
agrupado en medicamentos de eleccion primaria y de eleccion secundaria. Estos
primeros corresponden a la ampicilina o a asociaciones con un aminoglucésido
como la gentamicina y en los medicamentos de eleccion secundaria se encuentran
antibiéticos como el cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina y rifampicina (19).

No obstante, se han encontrado algunas cepas de L. monocytogenes resistentes a
algunos medicamentos indicados para su tratamiento como son: el cloranfenicol,
eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, vancomicina y trimetoprim (12,20-21), de



ahi la importancia de evaluar el perfil de sensibilidad antimicrobiano de aquellas
cepas de L. monocytogenes que circulan en alimentos como la carne de cerdo en
el pais.

Marco tedrico
Contaminacion de la carne de cerdo

Listeria spp., es una bacteria ampliamente distribuida en la naturaleza, ya que
habita en lugares como el suelo, agua dulce o salada, abonos organicos,
vegetacion y aguas residuales (2). L. monocytogenes especificamente se ha
encontrado en el medio ambiente (suelo, agua y vegetacion en descomposicion),
en animales salvajes y domésticos sintomaticos o asintomaticos, y en plantas
procesadoras de alimentos (22). Por lo anterior, cualquiera de los habitats donde
se encuentre el patdégeno puede llevar a la contaminacion de alimentos (8,23).
Dentro de estos, se ha vinculado a la carne de cerdo como un vehiculo de
transmision, ya que diversos estudios han demostrado que el 50% de los cerdos
pueden ser portadores de L. monocytogenes (7,9).

No obstante, es necesario mencionar como es el proceso de transmision de L.
monocytogenes hasta que llega a contaminar alimentos como la carne de cerdo.
Este puede darse en la granja o en las plantas de beneficio; en las granjas, se
puede facilitar por la contaminacién inicial al utilizarse fertilizantes como el
estiércol, asi como por rumiantes domesticados, a través de una transmisién oro-
fecal (24); con respecto a la transmision en las plantas de beneficio, el ingreso del
patégeno puede darse a través de las botas o la vestimenta del personal, equipos
de transporte de alimentos crudos de origen animal o animales portadores,
quienes albergan al microorganismo en el tracto gastro-intestinal (9,25).

Es decir, que impedir la transmision es un paso fundamental en la industria
alimentaria, sin embargo, una de las dificultades que se tienen con este
microorganismo es su capacidad de adaptarse a los ambientes, sea en la granja o
en las plantas de procesamiento de carnes, ya que su crecimiento es favorecido
por ciertas condiciones propias de las fabricas procesadoras de alimentos como
las salas de trabajo, equipos y superficies. Ciertamente, la capacidad de
adaptacion se ha encontrado ligada a la habilidad de ciertas cepas para formar
biopeliculas en superficies inertes como acero inoxidable, resinas y plasticos, lo
que facilita que las células presentes alli, desarrollen resistencia a desinfectantes,
favoreciendo a su vez, la diseminacion bacteriana y contaminacion de los
alimentos que entren en contacto directo con estas areas contaminadas (9,26- 27).

Continuando con la capacidad de adaptacion de L. monocytogenes,
caracteristicas tales como la tolerancia a altas concentraciones de sal, pH bajo y
temperaturas de refrigeracion, permiten que este microorganismo pueda sobrevivir
por largos periodos de tiempo (9,28-29); es por esto que es considerado un riesgo
para la inocuidad de alimentos como las carnes y derivados carnicos de cerdo
refrigerados y precocidos o listos para el consumo.



En los ultimos afios, diferentes investigaciones realizadas por paises como
Estados Unidos, Canada, Francia, entre otros, reportan la incidencia de L.
monocytogenes en las plantas de beneficio y procesamiento, y en los productos
carnicos de cerdo (30-33). Con estos resultados se ha indicado que los procesos
de limpieza y desinfeccion son un punto clave para disminuir la contaminacion de
alimentos por este patégeno (30).

Con relacion a Colombia, segun un estudio realizado por la Secretaria Distrital de
Salud desde el afio 2001 hasta el 2004, se determiné que la prevalencia de L.
monocytogenes en derivados carnicos cocidos fue de 11.2%. Los alimentos como
el jamon, las salchichas y la mortadela, fueron los mas contaminados (34), por otra
parte Gamboa, et al. 2012 (35) encontré una prevalencia del 13.82% de L.
monocytogenes en derivados carnicos como salchichas, jamones, y chorizos,
adicionalmente establecié una prevalencia del 33,9% en carne en desposte.

Listeriosis

Una vez un alimento es contaminado con el patdgeno, esté representa un riesgo
para la salud de los consumidores, puesto que estudios realizados por
McLauchlin, et al. 1991 (36) mostraron que células entre 10? a 10* del patdégeno
por gramo del alimento han sido asociados con el desarrollo de la listeriosis en
humanos. Sin embargo, es importante recalcar que la dosis infectiva varia de
acuerdo a la patogenicidad y virulencia de la cepa y factores de riesgo tales como
el estado inmunolégico del paciente, concentracion del patégeno en el alimento
asi como la cantidad de alimento consumido (36-37).

Ahora bien, una vez se da la ingestion del alimento contaminado, la infeccion
suele comenzar alrededor de 20 horas después de la ingesta (38) y los sintomas
mMAas comunes suelen ser nauseas, vomito y diarrea, en la infecciébn no invasiva
(39). Mientras que el periodo de incubacion para la enfermedad invasiva es
generalmente entre 20 y 30 dias y los sintomas suelen ser convulsiones, cambios
en el comportamiento y confusién (40).

Como los anteriores sintomas mencionados, son poco especificos y L.
monocytogenes afecta principalmente a poblaciones de riesgo tales como:
mujeres embarazadas, recién nacidos, ancianos y personas
inmunocomprometidas, como pacientes VIH positivo (5,6), se dificulta alin mas su
diagnéstico. Por ejemplo, en las mujeres en estado gestacional, la listeriosis puede
ser transmitida por via transplacentaria de la madre al feto, infeccion que se ha
asociado luego del quinto mes de embarazo (41). La infeccidbn por este
microorganismo puede llevar a complicaciones tanto a la madre como al neonato;
para la madre se han descrito inconvenientes como un aborto o un parto pre
término, ademas de ocasionar complicaciones en embarazos posteriores al
mantenerse el microorganismo presente en el tracto genital (42); mientras que el
neonato al estar infectado, puede presentar bajo peso al nacer, septicemia,
astenia, deficiencias respiratorias, cianosis, vomito, convulsiones y granulomatosis
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infantiséptica (43), de ahi la importancia de un diagnostico temprano que reduzca
las complicaciones.

Igualmente, es fundamental conocer cada uno de los pasos que ocurren una vez
el alimento contaminado entra al organismo, en el estomago es capaz de resistir
sus condiciones de pH al inducir proteinas de estrés oxidativo y de “shock” toxico,
y de esta manera llegar hasta intestino (44-45). Una vez alli, la bacteria puede
interactuar con la E-caderina del enterocito y cruzar la barrera intestinal llegando
asi a nédulos linfaticos mesentéricos, higado y bazo (46).

En el higado, L. monocytogenes es capaz de sobrevivir y multiplicarse dentro de
los macrofagos (47), de manera tal que el patégeno puede diseminarse a través
del parénquima hepético sin ser detectado por el sistema inmune humoral (48).

A pesar que L. monocytogenes tiene la capacidad para adherirse, invadir y
multiplicarse dentro de una gran variedad de células no fagociticas (enterocitos,
hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales y células dendriticas), su principal
tropismo es por el utero gravido y el sistema nervioso central (45), razén por la
cual dentro de sus manifestaciones clinicas mas frecuentes estan los abortos o
partos a pre término y la meningitis.

Resistencia a antimicrobianos

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) en el afio 2012,
especifica que toda persona con sintomas de listeriosis por consumo de alimentos
contaminados que se encuentre dentro de la categoria de alto riesgo debe buscar
atencion médica de forma inmediata. Igualmente, si alguna persona especula
haber consumido un alimento contaminado con este patégeno, el tratamiento es
necesario, ya que este microorganismo puede ser muy virulento (49). Es por esto,
que se han descrito medicamentos de eleccion primaria y secundaria para
contrarrestar la infecciéon, dentro de los que se encuentran la ampicilina, penicilina,
trimetroprin/sulfametoxazol, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina y rifampicina
(12,20-21, 50).

No obstante, diferentes autores han descrito aislamientos de L. monocytogenes
resistentes a antimicrobianos de eleccion y de no eleccién, los cuales se pueden
observar en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Aislamientos de L. monocytogenes resistentes a antibioticos.

Lugar Ao Resistencia Bibliografia

Francia 1990 Cloranfenicol, eritromicina y tetraciclina. (51)
Cefotaxima, cefoxitina, tobramicina, amikacina,

Espafa 1996 cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina. (52)

Espafa 2001 Tetraciclina. (53)

Espaina 2004 Tetraciclina. (54)



Rifampicina, clindamicina, azitromicina y

Colombia 2008 eritromicina. (55)
Grecia 2009 Tetraciclina. (56)
Francia 2010 Tetraciclina y fluoroquinolonas. (57)

Lo cual permite analizar que desde hace mas de dos décadas hay circulacion de
cepas de L. monocytogenes resistentes a los antimicrobianos de eleccion para su
tratamiento.

Luego de varios estudios y analisis realizados, hoy en dia hay varias explicaciones
a la resistencia a antimicrobianos de bacterias como L. monocytogenes. Una de
ellas, ha sido asociada al uso excesivo de antibidticos para la salud humana y con
fines ganaderos y agricolas. Los antibidticos de uso animal, como por ejemplo la
tetraciclina, también son usados en dosis subterapelticas o como promotores de
crecimiento en diferentes tipos de animales, lo cual puede favorecer la aparicion
de resistencia bacteriana (54).

No obstante, otras investigaciones han sugerido que esta situacion de resistencia
a antibiéticos, podria estar vinculada con la transferencia de genes de resistencia
entre especies de Listeria spp, como podria ser el caso entre L. innocua y L.
monocytogenes, ya que esta primera a través de la historia ha mostrado una alta
frecuencia de resistencia a antibidticos (54). De tal manera, que si hay
transferencia genética de una especie a otra de Listeria spp. puede llevar a
generar una resistencia a antimicrobianos como a la estreptomicina, eritromicina y
el cloranfenicol.

Continuando con las hipotesis de la adquisicion de resistencia antimicrobiana,
diferentes estudios han mostrado que Listeria spp puede adquirir genes de
resistencia a partir de otros géneros poco emparentados, como Enterococcus spp
y Streptococcus spp, bacterias portadoras de genes de resistencia, que mediante
transferencias horizontales por conjugacion, traslocacién de genes, diseminacion
por exportaciones, importaciones y instituciones de salud (54,58), pueden llegar a
transferir esos genes de resistencia a L. monocytogenes.

En Colombia, hay reportes epidemiolégicos de la prevalencia de L.
monocytogenes (33-34), lo que ha generado que la patologia sea investiga y a que
hasta el momento se reporten estudios orientados a establecer la prevalencia del
microorganismo en los principales alimentos vehiculo de entrada del patdgeno,
entre estos la carne de origen porcino. Igualmente, es fundamental analizar las
cepas que se encuentran circulando en el pais, y poder determinar su perfil de
sensibilidad antimicrobiana, puesto que como se observa en la tabla 1, ya se han
reportado casos de aislamientos resistentes a antibioticos.

Objetivo

Objetivo general
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Evaluar la resistencia antimicrobiana en cepas de L. monocytogenes aisladas de
cortes de carne de origen porcino.

Objetivos especificos

e Determinar la incidencia de L. monocytogenes en muestras de carne de
cerdo.

e Establecer el perfil de sensibilidad antimicrobiana en cepas de L.
monocytogenes.

Metodologia

Este trabajo hace parte del proyecto titulado “Aislamiento y caracterizacion
molecular de Salmonella spp. y de Listeria monocytogenes susceptibilidad
antimicrobiana y valoracién del riesgo microbioldégico de contaminacion en carne
de canal, corte y derivados carnicos de cerdo, estrategias de prevencion y control
en plantas de beneficio y procesamiento” (Codigo 2008 W4845), realizado por el
Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) del Departamento de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Javeriana, financiado por el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia.

Muestras
Las muestras de carne de cerdo fueron adquiridas de diferentes puntos de venta
de Bogota.

Se recolectaron 135 muestras, distribuidas en cinco muestreos durante el afo
2010y 2011, los cuales se especifican en la tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de muestreos.

Tipo de Nimero de
Fecha
muestra Muestras

16/11/2010 30
Came de  04/01/2011 31
origen 18/01/2011 20
porcino  23/02/2011 31
17/03/2011 23
Total 135

Aislamiento bacteriano

Para el aislamiento se uso el método ISO 11290-1. Se pesaron 25g de la muestra
de carne, se homogenizo con 225mL de caldo Fraser semi y se incubaron durante
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24 a 48 horas a 30°C. Una vez transcurrido este tiempo se transfirié una alicuota
de 100ul a 10mL de Fraser completo incubando a 37°C durante 48 horas.

Posterior a la etapa de enriquecimiento, se continlo con la siembra por
agotamiento en agares selectivos PALCAM y OTTAVIANI-AGOSTI, incubando a
37°C por un tiempo de 24 a 48 horas. Finalizado el tiempo de incubacién, las
colonias presuntivas de L. monocytogenes por su actividad B-glucosidasa y
fosfolipasa fueron repicadas por agotamiento en agar TSAYE (agar tripticasa de
soya-extracto de levadura 0.6% para ser incubadas por 24 horas a 37°C (59).

Confirmacion bioquimica

A las colonias obtenidas en medio TSAYE con prueba de Henry positiva, se
efectué coloracion de Gram, prueba de catalasa y asimilacion de azucares
(ramnosa, manitol y xilosa) segun la norma ISO 11290-1 lo indica (4).

Criopreservacion

Las cepas presuntivas de L. monocytogenes fueron criopreservadas en glicerol a
una concentracion del 20% (v/v) y se congelaron a -70°C.

Extraccién, cuantificacion de ADN y PCR

La extraccion del ADN se llevo a cabo por un kit comercial (Invitrogen). Y su
cuantificacion se determind segun la relacion entre la absorbancia a 260nm,
280nm y 320nm en un espectrofotdmetro BioRad (60).

Para la confirmacion de L. monocytogenes, se realiz6 PCR multiple para lo cual
se emplearon dos juegos de iniciadores, L1 (CTCCATAAAGGTGACCCT), Ul
(CAGCMGCCGCGGTAATWC) y LF (CAAACGTTAACAACGCAGTA), LR
(TCCAGAGTGATCGATGTTAA), con el objetivo de obtener una banda de 938 pb
para género y 750 pb para especie (61). Como control positivo la cepa de L.
monocytogenes ATCC19115 fue empleada.

Incidencia de L. monocytogenes

Se determiné teniendo en cuenta la siguiente formula dada por Greenberg, et al.
2005 (62):

N° de aislamientos de L. monocytogenes

Incidencia = x 100

Total de muestras analizadas

Ensayo de antimicrobianos
Se evalud la susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos de L. monocytogenes

por la técnica de microdilucién (sistema MicroScan). Sistema aprobado por el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), y con el
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uso del panel MICRroSTREP plus 3 (INVIMA 2006RD-0000092) (55). Y el analisis
estadistico de los resultados fue realizado en el software Whonet 5.6.

Todas las células fueron suspendidas a un equivalente de la escala 0.5
McFarland, siguiendo las instrucciones indicadas en el instructivo del panel. El
panel contenia los siguientes antimicrobianos: penicilina, ampicilina, cefotaxima,
cefradina, cefepima, cloranfenicol, trimetoprim, cefuroxima, rifampicina,
meropenem, amoxicilina, eritromicina, vancomicina, acido clavulanico,
clindamicina, tetraciclina, azitromicina y ciprofloxaciona (55). Para el andlisis, no
se tuvieron en cuenta los antibiéticos de tipo cefalosporinas de tercera generacion,
puesto que L. monocytogenes tiene resistencia natural hacia estos antibioticos
(58).

Para determinar la CMI en cada antibidtico, se tuvieron como referencia los
parametros otorgados por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI) del 2012 codigo M100-S22 (63), dentro de los cuales se encuentran
disponibles para L. monocytogenes los antibidticos ampicilina, penicilina vy
trimetoprim/sulfametoxazol, mientras que para los demas antibiéticos se tomaron
los puntos de corte establecidos para Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.

Resultados y discusion
Aislamientos

A partir de los cinco muestreos realizados, y analizados bajo criterios
microbioldgicos y bioquimicos, fueron aisladas un total de 88 muestras presuntivas
de contaminacion con L. monocytogenes (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados por criterios microbioldgicos y bioquimicos

Tipo de Fecha Nimero de Presencia Ausencia
muestra muestras

16/11/2010 30 20 10
Carne de 04/01/2011 31 23 8
origen 18/01/2011 20 8 12
porcino 23/02/2011 31 29 2
17/03/2011 23 8 15
Total 135 88 47

Una vez realizado el analisis de las muestras por métodos bioquimicos y
microbiolégicos, fue necesario confirmar la presencia del patégeno por técnicas
moleculares, obteniéndose como resultados la confirmacion de 45 colonias de L.
monocytogenes de las 88 cepas presuntivas (Tabla 4).

Tabla 4. Confirmacion de la presencia de L. monocytogenes.

Tipo de Colonias Colonias
Fecha : .
muestra presuntivas confirmadas

13



por PCR

16/11/2010 20 18

Carne de  04/01/2011 23 6
origen 18/01/2011 8 0
porcino  23/02/2011 29 15
17/03/2011 8 6

Total 88 45

En la tabla 4 se observan las diferencias entre los resultados obtenidos por
métodos bioquimicos y microbioldgicos, con los métodos moleculares, lo cual
puede deberse a la cepa analizada, ya que hay situaciones donde las pruebas
bioguimicas no pueden distinguir claramente entre L. monocytogenes y L. innocua,
como por ejemplo en cepas con una hemolisis débil (64). Mientras que las pruebas
moleculares, tienen una alta especificidad otorgada por los primers empleados que
pueden ser cercano al 100% (65), de ahi la importancia de realizar una
confirmacién por estas técnicas.

Se obtuvo una incidencia del 33,3% de aislamientos de L. monocytogenes en el
presente estudio, que al comparar con otros autores como Simon, et al. 1992 (31)
quien reporté una incidencia del 17.3% en carne de res, cerdo y ave en Espafa;
Gudbjornsd, et al. 2004 (66) reportaron una incidencia del 15.6% en muestras de
carne en Finlandia; con lo antepuesto, se permite evidenciar una incidencia
importante en las muestras de carne dentro de las que se encuentran las de
origen porcino. Lo cual es consistente con lo mencionado por varios autores que
sefialan que las plantas de carne porcino cruda son una fuente importante de
contaminacion de L. monocytogenes (7-8), que puede estar relacionado con
brotes alimentarios causados por el microorganismo, en paises como Estados
Unidos y Francia (9-10).

Actualmente, en Colombia no hay reportes de brotes por consumo de carne de
origen porcino. Sin embargo, en estudios realizados por Crespo, et al. 1999 (67)
encontraron 19 pacientes con listeriosis, donde se concluyé que la posible via de
entrada del patégeno fue el consumo de productos lacteos y carnicos, ademas,
en los ultimos 10 afios, el Instituto Nacional de Salud (INS) ha reportado 186
casos de listeriosis (13), lo cual demuestra la circulacion del microorganismo en el
pais.

A pesar que en Colombia existen normativas como el Decreto 2270 del 2012, el
cual modifica al Decreto 1500 del 2007, con el fin de ejercer un control sanitario
sobre las plantas de desposte y expendios de carne (16-17), la dificultad de
llevarlas a la realidad, ha ocasionado una ampliacion de tiempo para el
cumplimiento del plan HACCP, el cual permitiria tener un control estricto,
reduciendo el riesgo de contaminacion con L. monocytogenes en los alimentos.
Los procesos deficientes de limpieza y desinfeccion en las plantas de desposte,
puede estar relacionado con la alta incidencia de 33,3% encontrada en este
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estudio, ya que este proceso es fundamental para disminuir la contaminacion en
alimentos (30).

Perfil de sensibilidad antimicrobiana

Para el tratamiento de L. monocytognes se utilizan medicamentos de primera
eleccion y segunda eleccion; dentro de los mas utilizados se encuentran la
penicilina, ampicilina y trimetoprim/sulfametoxazol, de ahi que en el presente
estudio fueran evaluados (Tabla 5 y Figural).

Tabla 5. Perfil de Susceptibilidad antimicrobiana de Penicilina, Ampicilina, vy
Trimetoprim/sulfametoxazol de aislamientos de L. monocytogenes.

Puntos de No. De aislamientos

Corte (ug/Ml) (%)
Antimicrobiano R I S RangoMIC MIC50 MIC90 R I S
AMP - - <2 0,06-2 0,25 0,5 0(0) 0(0) 45(100)
PEN - - <2 0,06-0,5 0,25 0,5 0(0) 0(0) 45(100)
STX 24 0,6-3,9 <0,5 0,12-4 0,25 05 1(2,3) 0(0) 44(97,7)

Los puntos de corte utilizados para la interpretacion de los resultados de L. monocytogenes fueron tomados del CLSI 2012
M100-S22; MIC, concentracion minima inhibitoria; R, resistente; |, Intermedio; S, sensible; AMP, ampicilina; PEN, penicilina;
STX, trimetoprim/sulfametoxazol.

Con respecto a la penicilina y la ampicilina, todos los aislamientos fueron
susceptibles, y la MICgyo fue de 0,5ug/mL, lo cual es comparable con los resultados
obtenidos por Martinez, et al. 2001 (68) donde tuvieron una MICgo de 1ug/mL, y en
estudios realizados en Colombia Ruiz, et al. 2011 (55) reportaron una sensibilidad
en el 100% de las cepas a ampicilina y de un 84% a la penicilina, mientras
Carrascal, 2012 (69) inform6 un 100% de susceptibilidad para ambos antibiéticos,
lo que puede sugerir que los aislamientos de L. monocytogenes no muestran un
aumento de la resistencia a estos dos antibitticos.

Para el caso del trimetoprim/sulfametoxazol los aislamientos tuvieron una MICgyy de
0,5 ug/mL, resultado que se encuentra dentro del punto de corte de susceptibilidad
y sugiere que el antibiético no ha perdido efectividad. No obstante, un (2,3%)
aislamiento fue resistente al antibiético, lo cual es congruente con lo reportado por
autores como Lyon, et al. 2008 (70) con <1% de aislamientos con resistencia
intermedia al antibiético, Conter, et al. 2009 (71) quien reporté 1,6% de
aislamientos resistentes, Carrascal, 2012 (69) informd 5.6% de aislamientos con
resistencia intermedia en un estudio realizado en Colombia. Esta resistencia,
puede atribuirse a la existencia de un plasmido de 3.7Kb en cepas de
Staphylococcus haemolyticus que codifica para una enzima llamada dihidrofolato
reductasa y que confiere resistencia al sulfametoxazol (1) y mediante la
transferencia horizontal por conjugacion o translocacion de genes (54,58), pueden
llegar a transferirse a L. monocytogenes y ocasionar la resistencia.

15



256
128
64
32

R @

SxT (MIC) 1

.25
125
064
03z
.08
.oog
004
.00z

PEM (MIC) 1

25
125
064

016
.oog
oo4
ooz

2 13 40 18 7

002 ooz .03z 124 k]

.oo4 018 064 .25

AMP (MIC)

3z

64

128

256

44 13 Z
18 2

AMP [MIC)

32

64

16



128

PEN [MIC)

13 2
53 9
2 13 2 2

.0e

Figura 1. Gréficas realizadas en Whonet 5.6 (2010). Distribucién de aislamientos de L. monocytogenes segun la MIC.
Trimetoprim/STX versus AMP ; PEN versus AMP ; y PEN versus Trimetoprim/STX. Las lineas internas remarcan
susceptibilidad y resistencia de acuerdo a los puntos de corte de L. monocytogenes, y los espacios entre las dos lineas
verticales o horizontales muestran puntos de corte intermedio de la MIC por STX. En el caso de la PEN y AMP, solo
aparece una linea que marca el punto de susceptibilidad, debido a que no se han definidos puntos de corte de resistencia
para estos dos antibioticos. MIC, concentracion minima inhibitoria; AMP, ampicilina; PEN, penicilina; STX,
trimetoprim/sulfametoxazol.

La figura 1 muestra que el 100% de los aislamientos presentaron susceptibilidad a
la penicilina y ampicilina. ElI 2% de estos presentd resistencia al
trimetoprim/sulfametoxazol (MIC: 4 pg/mL). Lo cual podria tenerse en cuenta, en
caso de dar tratamiento, ya que los aislamientos resistentes al
trimetoprim/sulfametoxazol fueron sensibles a la ampicilina y la penicilina.

Los demés antibidticos del panel MICRroSTREP plus 3 fueron analizados
igualmente (Tabla 6).

Tabla 6. Perfil de Susceptibilidad antimicrobiana de los demas antibidticos estudiados en
aislamientos de L. monocytogenes.
Puntos de Corte

(ug/mL) No. De aislamientos (%)
Antimicrobiano R I S Rango MIC MIC 50 MIC 90 R | S
Amox/Clav 22 - <2 0,25-0,5 0,25 0,25 0(0) 0(0) 45(100)
Meropenem 216 8 <4 0,06-0,5 0,25 0,25 0(0) 0(0) 45(100)
Rifampicina 4 2 <1 0,5-0,5 0,5 0,5 0(0) 0(0) 45(100)
Ciprofloxacina 24 2 <1 0,25-4 1 1 1(2,2) 1(2,2) 43(95,6)
Clindamicina 24 12 <05 0,5-4 4 4 34(75,6) 9(20) 2(4,4)
Azitromicina =8 4 < 0,5-8 1 1 4(8,9) 0(0) 41(91,1)
Eritromicina 28 14 <05 0,25-8 0,25 0,25 4(8,9) 0(0) 41(91,1)
Cloranfenicol 232 16 < 4-16 8 8 0(0) 1(2,2) 44(97,8)
Tetraciclina =16 8 <4 1-2 1 2 0(0) 0(0) 45(100)
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Vancomicina 232 8-16 =4 1-2 1 1 0(0) 0(0) 45(100)

El 100% de los aislamientos fueron sensibles a amoxicilina/ acido clavulanico,
meropenem, rifampicina, tetraciclina y vancomicina. Entre un 90-98% de los
aislamientos fueron sensibles a ciprofloxacina, azitromicina, eritromicina,
cloranfenicol. Mientras que un 75,6% de los aislamientos fueron resistentes a la
clindamicina, con una MICy de 4ug/mL, lo cual concuerda con resultados
reportados en Colombia por Ruiz, et al. 2011 (55) donde obtuvieron una
resistencia del 70% de los aislamientos a clindamicina, Carrascal, 2012 (69)
inform6 47,2% aislamientos resistentes y 44,2% aislamientos de resistencia
intermedia al antibidtico; resistencia que Brisson-Noel, et al. 1988 (72) explicaron
por medio de la produccion de enzimas que modifican la estructura del antibidtico,
y por lo tanto conlleva a una accion ineficiente por parte del mismo.

La eritromicina es un antibiético de eleccion secundaria en pacientes
diagnosticados con listeriosis. En la presente investigacion se encontraron 4
aislamientos resistentes, estudios realizados por MacGowan, et al. 1990 (73)
reportaron un aislamiento resistente, Ruiz, et al. 2011 (55) informaron 9% de sus
aislamientos con resistencia intermedia, mientras Carrascal, 2012 (69) obtuvo
16,7% aislamientos resistentes a eritromicina en Colombia, lo cual podria
asociarse con la transferencia de un gen llamado plP811 de Enterococcus spp que
otorga resistencia al cloranfenicol, eritromicina y estreptomicina como se ha
reportado previamente (20).

Con respecto a la ciprofloxacina y la azitromicina, con las que se presentaron uno
(2,2%) y 4(8,9%) aislamientos resistentes respectivamente, diferentes autores han
descrito resultados similares, como Ruiz, et al. 2011 (55) donde obtuvieron 2% de
cepas resistentes a azitromicina y 30% con resistencia intermedia a la
ciprofloxacina en los aislamientos analizados, mientras Carrascal, 2012 (69)
informo6 2,8% de aislamientos resistentes y 16.7% con resistencia intermedia a la
ciprofloxacina, y 19,4% de aislamientos resistentes a la azitromicina; De Nes, et
al. 2010 (74) report6 un aislamiento con resistencia intermediaria a la
ciprofloxacina, lo cual puede analizarse como una pérdida en la susceptibilidad al
antibiético.

El presente estudio mostré aislamientos resistentes al trimetoprim/sulfametoxazol,
clindamicina, eritromicina, azitromicina y ciprofloxacina, a partir de muestras de
carne. Y a pesar gue la industria porcicola colombiana estd autorizada para usar
antimicrobianos con fines terapéuticos, algunos productores los usan de manera
indiscriminada con dosis subterapelticas o como promotores de crecimiento, lo
que puede llevar a la aparicion de resistencia bacteriana (54). A pesar de tener
una normativa como el Decreto 2270 del 2012 (16) para vigilar y controlar la
comercializacion de estos productos, existen aun deficiencias en este control.

Conclusiones
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Se encontré una incidencia del 33,3% de L. monocytogenes en las muestras de
carne de cerdo, lo cual demuestra la importancia de este alimento como posible
vehiculo de transmision de este microorganismo en el pais.

El estudio mostré que los aislamientos de L. monocytogenes fueron sensibles a
los antibidticos mas comunmente utilizados para tratar la listeriosis humana
(Ampicilina, penicilina y trimetoprim/sulfametoxazol).

Las cepas analizadas fueron sensibles al cloranfenicol, tetraciclina y rifampicina,
los cuales son antibidticos de segunda eleccion para la listeriosis, pero de los
cuales se han reportado aislamientos resistentes (12,20-21).
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