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Introduccidn
Listeria monocytogenes es una bacteria patdgena res-
ponsable de la listeriosis, una enfermedad de transmi-
sioén alimentaria que representa un problema de salud
publica. La Organizacion Mundial de la Salud estima
una incidencia anual baja (0.1-11/106 habitantes) de
casos de listeriosis (septicemias, meningitis, abortos
o0 gastroenteritis). Pero, con una alta tasa de mortali-
dad que oscila de 20-30 % [ 1]. Los principales alimen-
tos que participan como vehiculos de transmision del
patogeno son los productos lacteos sin pasteurizar y
productos carnicos listos para el consumo [1].

La listeriosis no se considera una enfermedad de
tipificacion obligatoria en México. No obstante, cier-

tos reportes han notificado casos esporadicos de liste-
riosis y padecimientos asociados (meningitis e infec-
ciones intestinales) [2]. Ademads, la contaminacién de
embutidos y lacteos sin pasteurizar por L. monocyto-
genes ha sido documentada [2]. Particularmente en
México, la relacion de la bacteria con los embutidos
ha tomado especial atencion debido a la prevalencia
y el alto riesgo de adquirir al patégeno por este ali-
mento [3]. Asi mismo, el uso de antibioticos veterina-
rios (polipéptidos ciclicos, tetraciclinas, penicilinas,
aminoglucésidos. estreptogaminas, sulfamidas, ma-
crolidos y otros) para la crianza, engorda y salud del
ganado ha favorecido la emergencia de la resistencia
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antimicrobiana de los patdgenos de transmision ali-
mentaria dificultando su control [4]. Dado esto, la re-
sistencia antimicrobiana de estos aislados de L. mono-
cytogenes resulta un tema que requiere ser explorado.

Las técnicas moleculares y fenotipicas son herra-
mientas tutiles para describir la biodiversidad de los
microrganismos, ofreciendo la oportunidad de identi-
ficar los elementos moleculares y biotipos que deter-
minan los clones circulantes [5,6]. El objetivo de este
estudio fue explorar los genes que modulan la resis-
tencia antimicrobiana y el antibiotipo que presentan
las cepas de L. monocytogenes y L. seeligeri recupera-
das de embutidos de marcas comercializada a nivel
nacional.

Metodologia

Coleccion de cepas de Listeria.

El estudio incluy6 siete cepas de Listeria previamente
aisladas de embutidos (jamon y salchicha) comercia-
lizados en Culiacan, Sinaloa, México en 2015: 4 cepas
de L. monocytogenesy 3 cepas de L. seeligeri. Las cepas
fueron aisladas de cuatro marcas de distribucion na-
cional (Figura 1). Los datos de aislamiento se mues-
tran en la Figura 1. Las cepas se reactivaron en caldo
cerebro corazdén (BD®, EUA) durante 20 h a 35 + 2
°C. La deteccioén de las cepas se realizd6 mediante el
cultivo en agar cromogénico ALOA® (Biomerieux,
Francia) y agar Oxford. Las colonias con morfologia
caracteristica en ambos agares fueron confirmadas
mediante VITEK2® (Biomerieux, Francia). A partir
de las cepas confirmadas, se extrajo el ADN, y se rea-

Cepa Listeria  Fuente — Marca

BB80

BB78

BB82

BB79

BB81

BB77

BB76

% Similitud

37.50
5833
79.17
100.00

liz6 la secuenciacion (Illumina MiSeq®), ensamblaje
(SPAdes® v3.11.1) y anotacion (RAST® v1.073) de
los genomas.

Analisis in silico de resistencia antimicrobiana.
Para la identificacion de los genes de resistencia anti-
microbiana se utilizaron las siguientes herramientas
bioinformadticas: AMRFinderPlus® (v3.10.14) (ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/antimicro-
bial-resistance/AMRFinder/), y BIGSdb® (https://
bigsdb.pasteur.fr/listeria/). Los datos se sometieron
a un analisis multivariante (Minitab® V19.2020.2.0)
para la generacién de los clasteres.

Prueba de susceptibilidad a antibioticos.

La susceptibilidad a los antibioticos de las cepas de
Listeria se determin6 mediante el método de difusion
en disco mediante el procedimiento descrito por el
Instituto de Estidndares Clinicos y de Laboratorio [6].
Brevemente, se tomaron alicuotas de 0.1 mL de una
suspension bacteriana (escala de McFarland 0.5) y
se extendieron por duplicado en agar Miiller Hinton
(BD Bioxon®, México). Posteriormente, los discos de
antibidticos (Oxo0id®, Reino Unidos) se colocaron so-
bre el agar inoculado y se incubaron a 37 °C por 24 h.
La Tabla 2 muestra el panel de 13 antibioticos. Para la
clasificacion de las cepas como susceptibles, interme-
dios o resistentes se sigui6 las recomendaciones des-
critas por cLsI [7]. La cepa de E. coli ATCC 25922 se
utilizé como cepa de referencia para verificar la pre-
cision de los procedimientos de prueba.
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Genes de resistencia de las cepas de Listeria aislada de embutidos en México.
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Resultados y discusién

El genotipo de resistencia de las siete cepas de Listeria
se ilustra en la Figura 1. El andlisis in silico reveld que
las cepas se clasificaron en dos patrones de genes de
resistencia asociados a la especie: L. monocytogenes
(fosX, norB, mprF, lin y sul) y L. seeligeri (norB, mprF,
liny sul).

En la Tabla 1 se muestra el fenotipo de la resisten-
cia antimicrobiana. Brevemente, el 86 % (6/7) de las
cepas presentaron resistencia al menos a 1 de los 13
antibioticos del panel evaluado. E1 75 % y 100% de las
cepas de L. monocytogenes y L. seeligeri se clasificaron
como resistentes, respectivamente.

El principal fenotipo de resistencia fue a dcido na-
lidixico y ceftazidima, cuyos mecanismos correspon-
den a la inhibicion de la sintesis de 4cidos nucleicos y
la inhibicion de la biogénesis de la pared celular (Ta-
bla 2) [8]. Algunos mecanismos de resistencia fueron
coincidentes entre le fenotipo y genotipo de las cepas
L. monocytogenes (Tabla 2).

Nuestros resultados exponen unos los primeros
hallazgos de los elementos genéticos intrinsecos que
median la resistencia en las especies del género Liste-

ria, y que particularmente mostraron asociacion con
las especies evaluadas. Los genes identificados se han
descrito como factores implicados en la resistencia
a fosfomicina (fosX), lincomicina (lin), quinolonas
(norB) y sulfonamidas (sul) [5], cuyos mecanismos
de accion refieren a la inhibicién de la sintesis de pro-
teinas, ADN y acido félico (Tabla 2) [8].

Previamente en México, los fenotipos de resis-
tencia antimicrobiana de L. monocytogenes aislada de
alimentos como salchichas, carne de res y pollo fue
expuesta, y definida como una propiedad no estable y
dependiente de la cepa y/o origen [6], como se obser-
va en este estudio. Algunos estudios han evidenciado
la presencia de residuos antimicrobianos en los pro-
ductos carnicos exponiendo el riesgo en la seguridad
alimentaria [4]. La emergencia y dinamismo de la re-
sistencia antimicrobiana de L. monocytogenes alertan
casos de listeriosis difiles de controlar. En este con-
texto, los genes de resistencia observados en las cepas
de estudio corresponden a antibidticos que pueden
ser empleados como tratamiento alternativo para la
listeriosis [8].

Fenotipo de la resistencia antimicrobiana de las cepas de Listeria

Acido nalidixico 30
Sulfitoxazol 0.25
Trimetoprim/Sulfametoxazol 25
Ceftazidima 30
Ampicilina 10
Amoxicilina/Ac. clavuldnico 30
Cefoperazona 30
Neomicina 30
Gentamicina 10
Amikacina 30
Tetraciclina 30
Estreptomicina 10
Cloranfenicol 30

6 75 100
3 25 67
0 0 0

6 75 100
0 0

0 0

0 0

1 0 25
1 0 25
0 0 0

0 0 0

0 0 0

0 0 0



Mecanismos de resistencia de las cepas de Listeria aislada de embutidos en México.

Fenotipo Genotipo
Cepa Especie o e °

2 8% 52 % < s 3

Z n Oz 0 & = ¢ 0
BB78 L. monocytogenes =
BB79 L. monocytogenes m =
BB82 L. monocytogenes m " =
BB80 L. monocytogenes m = =
BB76 L. seeligeri = =
BB81 L. seeligeri = =
BB77 L. seeligeri ] =

Panel de antibiéticos: Acido nalidixico (NA,)); Sulfitoxazol (S

); Ceftazidima (CAZ, ); Neomicina (N, ); Gentamicina (GN,,). El subindice de

cada antibidtico indica su concentracion (ug-umL-1). Las cepas resistentes de Listeria se clasificaron de acuerdo con el mecanismo de accién
de resistencia: inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos (m); inhibidores de la sintesis de acido félico (m); inhibidores de la sintesis de la

pared celular (m), inhibidores de la sintesis de proteinas (»).

Conclusién

El andlisis bioinformatico permitié definir el patron
de resistencia del género segun la especie. No obstan-
te, el fenotipo vario de acuerdo con la cepa evaluada.
La resistencia antimicrobiana de las cepas de L. mo-
nocytogenes expone un problema de salud ptblica, y
sugiere que los embutidos y sus marcas de origen po-
drian servir como fuente de transmision y disemina-
cion de la bacteria en el pais. Por lo tanto, el uso ade-
cuado de los antibioticos en la cadena de produccion
alimentaria son criticos para limitar la emergencia de
la resistencia en el género.
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