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RESUMEN
Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por microorganismos pero
también pueden ser de sintesis, que a concentraciones pequefias tienen un
efecto antimicrobiano, estos han salvado muchas vidas a lo largo de la historia.
Los biocidas son sustancias quimicas utilizadas en los procesos de desinfeccion
en los diferentes ambientes. La resistencia a los antibidticos y a los biocidas
puede ser definida como la capacidad de un microorganismo de resistir la
inhibicion ejercida por estos antimicrobianos mediante mecanismos innatos o
adquiridos. La resistencia a los antimicrobianos es un problema mundial que
afecta al hombre y también a los animales, que esta derivado del mal uso de

éstos.

Dada la preocupacion actual que existe por este tema nos parecié interesante
determinar si existian resistencias a diferentes antimicrobianos a lo largo de la
cadena de la produccion de carne trabajando con cepas de Escherichia coli
aisladas de diferentes zonas de un matadero de Jaén. Los resultados mostraron
que efectivamente como se preveia existia una gran cantidad de resistencias y
ademas obtuvimos otros datos importantes como la resistencia que mostré una
cepa de E. coli aislada de la Sala Blanca, uno de los ultimos lugares por donde
pasa la carne antes de llegar al consumidor, a la mayoria de los antimicrobianos
empleados. Por otro lado el Cloruro de Benzalconio resulto ineficaz frente a todas

las cepas aisladas.

Palabras clave: Antibi6ticos, biocidas, antimicrobiano, resistencia, Escherichia
coli

ABSTRACT
Antibiotics are chemical products produced by microorganisms but they can also
be synthetic, they have a small antimicrobial effect, they have saved many lives
throughout history. Biocides are used in disinfection processes in different
environments. Resistance to antibiotics and biocides can be like the ability of a
microorganism to resist inhibition by these antimicrobials through innate or
acquired mechanisms. Resistance to antimicrobials is a global problem that

affects men and also animals, which is derived from the misuse of these.



Given the current concern about this issue, we found it interesting to determine if
there were resistance to different antimicrobials along the chain of meat
production working with strains of Escherichia coli isolated from different areas of
a slaughterhouse in Jaén. The results showed that, as expected, there was a
large amount of resistances and moreover we got other important data such as
the resistance shown by an E. coli strain isolated from the White Room, one of
the last places where the meat passes before arriving to the consumer, to the
majority of the antimicrobial agents used. On the other hand, Benzalkonium

Chloride was ineffective against all the isolated strains.

Key Words: Antibiotics, biocides, antimicrobials, resistance, Escherichia coli



1. INTRODUCCION

1.1 Matadero

Un matadero puede ser definido como un establecimiento industrial estatal o privado
gue esta destinado a la produccion de carne regulada de una o varias especies de
animales de abasto, para su posterior comercializacion. Pueden ser clasificados en

cuatro tipos:

1.- Municipales, sus funciones estan determinadas por la necesidad del control y de
la higiene de la carne. Realizan el sacrificio de los animales, la preparacion de
canales y otros servicios en relacién a la elaboracién de la carne. Suelen estar

subvencionados con cargo a los ingresos locales.

2.- Cooperativa de productores, se realiza el sacrificio de los animales, la
preparacion de canales y la recuperacion de subproductos de los animales de su

region de produccion correspondiente.

3.- Empresa comercial privada, realiza también la matanza y preparacion de canales
de animales pero comprados por el propietario o producidos en su propia
explotacion. La carne elaborada se puede vender al por menor, por lo que este
matadero debera poseer una instalacion para cortar la carne, puede ser la propia
fabrica la que se encargue de sostener a este tipo de matadero o pueden ser
sostenidos por un grupo de supermercados que tenga necesidad de unas
cantidades regulares de trozos cortados para la venta al por menor.

4.-Organo paraestatal encargado de la facilitacion regional/nacional de los servicios
necesarios; ademas de garantizar el cumplimiento legal de sus responsabilidades
con lo referente a la salud publica también trata de regular los servicios del matadero
que son necesarios para el progreso nacional de la ganaderia y el comercio de la

carne.

1.1.1 Nivel de organizacion
El disefio de un matadero siempre debe cumplir estos parametros: 1)

consideraciones humanas en el sacrificio de animales, 2) elaboracion vy



almacenamiento higiénicos de la carne y los subproductos comestibles, 3)
esparcimiento y recreo de los empleados, 4) instalaciones para el ganado.

Un factor importante a tener en cuenta es el cuidado del ganado y, es una exigencia
legal inalterable que se proporcione una superficie apropiada cubierta o no cubierta
segun las condiciones climéticas para que el ganado pueda descansar después de
haber recorrido cierta distancia que requiera entre dos y tres dias de viaje, en esta
idea juega un papel importante el bienestar animal. La inspeccion in vivo impone
también la obligacion de mantener secado al ganado y si son necesarios los
dispositivos para el lavado deben estar disefiados para evitar un exceso de
humedad en el lugar del sacrificio. El movimiento del ganado en los corrales o en las
zonas de descanso hasta el lugar donde se procede a la matanza debe de ser

minimo para mantener una alta calidad de la carne.

Para una matanza humanizada, higiénica y racional se requiere de un sistema de
cadena de fabrica en varias etapas, pasando de las de las zonas en que se realizan
las operaciones sucias a las operaciones cada vez mas limpias hasta el punto de

venta. Etapas:

1- Mantenimiento en corrales, atronamiento (0 matanza) y sangria,
desuello.
2- Preparacion, podemos distinguir dentro de esta etapa la extraccion de

las tripas, separacion del material inadecuado o no comestible bajo la

inspeccién de un veterinario, division de la canal y limpieza.

3- Colgado o enfriamiento a temperaturas del almacén antes de la
entrega.
4- Deshueso y corte antes de realizar una nueva verificacion de la

temperatura y adaptacion antes del envio a un mercado o directamente al

consumidor.
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Figura 1: Diagrama de flujo y plan de un matadero de dimensiones medias que

sacrifica de 50 a

100 bovinos al dia

(http://www.fao.org/docrep/004/T0566S/T0566S00.HTM)

1-Atronamiento de cabezas de ganado

vacuno
2-Atronamiento de cerdos y ovejas
3/4-Carril de desangrado
5-Deposido de sangre

6-Sala de calderas

7-Preparacion de la carne de cerdos y

ovejas
8-Preparacién de la carne de bovinos

9-Extraccién y desecacion de la carne

10-Cuarto para productos de huesos y

sangre
11-Almacén de sal
12-Almacén de cueros y pieles

13-Separacion de las visceras Yy

limpieza de los intestinos
14-Almacén de embutidos

15-Sala de

productos refrigerados

inspeccion de los

16-Extraccion de sebos comestibles

17-Camara frigorifica para grasas



18-Nave de enfriamiento parabovinos 28-Entrada de los empleados

19-Almaceén frio para bovinos 29-Oficina

20-Oficina 30-Oficina del veterinario

21-Cuarto de reposo 31-Laboratorio

22-Aseos 32-Aseos

23-Almaceén 33-Sala de maquinas

24-Nave de carga 34-Pasillo

25-Cuarto para pesar 35-Camara frigorifica para despojos
26-Vestuario 36-Camara de enfriamiento para

cerdos y ovejas
27-Aseos

37-Camara fria para cerdos y ovejas

1.1.2 Medidas de higiene

Es necesario constituir un sistema de higiene de la carne a lo largo de todas las
etapas de produccioén ya que en la carne se pueden dar abundantes enfermedades y
distintos agentes contaminantes y que puede ser derivada de una infeccion intravital
en el animal, de una contaminacion secundaria a partir del ser humano o del medio
ambiente. Este sistema tiene que comenzar donde tiene su origen el ganado,
continuar a través de toda la elaboracion de la carne hasta la fase final de
distribucion al cliente. En este sistema de higiene es necesario establecer un control
preciso de las condiciones ambientales en todas las fases del tratamiento, debido a
la sensibilidad de la carne a la contaminaciéon microbioldgica a partir de las manos
de los trabajadores, el equipo, la ropa e incluso del propio aire, etc., debe aumentar
el control en las atmoésferas cdlidas y humedas o contaminadas y englobar la
temperatura y la humedad. Si hay una mayor produccién, este control adquiere
mayor importancia. Independientemente de otros factores como pueden ser la
economia de la produccion, la utilidad o estética, el disefio del matadero debe
siempre cumplir con las exigencias de higiene determinadas por el pais

correspondiente.



La naturaleza del control general diario de instalaciones de sacrificio y faenado y de
la higiene del personal se basa en la comprobacién de que las condiciones
generales marcadas por los Reglamentos (CE) n° 852/2004 y 853/2004 son las
correctas. Este apartado hace alusién al preoperativo y control de la limpieza y
desinfeccién con una especial atencién a los cuchillos, sierras de corte, ganchos,
perchas, etc., asi como el mantenimiento de instalaciones y equipos, sobre todo de
esterilizadores de cuchillos, lavabotas, etc., de manera que se deben de garantizar

las mas apropiadas condiciones para la realizacion de un sacrificio higiénico.

También se comprueba la higiene del personal del matadero, comprobando que
todas las personas que participan en los trabajos de sacrificio y sangrado estan
instruidas en las adecuadas préacticas de higiene para las operaciones que llevan a
cabo, mantienen siempre un elevado grado de aseo personal, llevan una vestimenta

adecuada y limpia y, cuando es necesario protectora.

1.1.3 Patdégenos presentes en un matadero
Los agentes biologicos que se pueden encontrar en el ambito laboral de un

matadero proceden de:

1. Animales enfermos y animales portadores asintomaticos, que son la principal

fuente de exposicién a patdgenos (zoonosis).

2. Los microorganismos de este sector alterantes de carne pueden proceder de las
partes externas del animal como pueden ser la piel o las pezufias, los elementos
contaminados (estiercol, camas de los corrales, etc.), el sistema de climatizacion-
ventilacion, el aire exterior, el propio trabajador, etc., la carne es el reservorio para
los microorganismos y en ella se pueden multiplicar, su dispersion es facilitada por
las propias actividades del matadero, a veces, en forma de bioaerosoles. Entre los
patdégenos oportunistas podemos entontrar:

-Bacterias: Acinetobacter, Alcaligenes, Moraxella, Pseudomonas, Enterobacterias
(Escherichia coli, Salmonella), Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Clostridium, Brochothrix, etc.

-Mohos y levaduras: Thamnidium, Cladosporium, Penicillium, Geotrichum,
Sporotrichum, Alternaria, Mucor, Monilia, Trichosporon scotti, Aspergillus glaucus,

etc.
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3. Los cultivos “starter” o cultivos iniciadores son utilizados en diferentes procesos de
elaboracion de productos carnicos. Ademas se dan de forma natural y proliferan sin
complicacion durante el curado y la maduracion de embutidos. Estan compuestos
esencialmente por bacterias lacticas y hongos (Pediococcus, Debaryomyces
Kloeckeri, Lactobacillus y Scopulariopsis alboflavescens). Se suelen tratar de
agentes biolégicos que conllevan poco riesgo aunque pueden generar procesos de
sensibilizacion por su presentacion y utilizacion en forma de liofilizados, de la misma
forma que ocurre con las especias y/o aditivos alimentarios, muchos de origen

biolégico.

1.1.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli fue descubierta por Theodor Escherich quien aislo y caracterizd por
primera vez esbeltas varillas cortas de heces para bebes, el las llamé Bacterium coli
commune, en 1885. Mas adelante otros investigadores describieron el organismo
con el nombre de Escherichia coli, que finalmente fue reconocido en 1954 (Croxen et
al., 2013)

Escherichia coli es un bacilo gran negativo, anaerobio abundante en la intestinal
humana, a menudo se encuentra de forma inocua internado al lumen intestinal, pero
cuando se trata de inmunosuprimidos o cuando las barreras intestinales han sido
sobrepasadas las cepas de E. coli pueden producir infecciones. Estas infecciones
pueden limitarse a superficies mucosas o pueden llegar a diseminarse por todo el
cuerpo, las infecciones mas comunes produciddas por E. coli son las enfermedades
entéricas y diarreas (Canata et al.,, 2012). Podemos distinguir las cepas de
Escherichia coli patégenas de las demas por la capacidad que poseen de producir
enfermedades severas como consecuencia de su informacion genética para la
creacion de toxinas, capacidad de adhesion y penetracion en células huéspedes, la

interferencia con el metabolismo celular y destruccién de tejidos.

E. coli es causante de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en el
mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afio, afecta especialmente a los nifios de

paises en desarrollo.
Se puden diferenciar seis tipos de patégenos causantes de diarreas:

- E. coli enteropatogénica - EPEC

11



. coli enterohemorragica — EHEC
. coli enterotoxigénica — ETEC

. coli enteroagregativa — EAEC

m m m m

. coli enteroinvasiva — EIEC
- E. coli uropatogénica — DAEC2
En lo referente a las infecciones del tracto urinario podemos destacar E. coli

uropatogénica — UPEC

En un estudio realizado en un matadero se observo presencia de E.coli en el 85,71%
de las muestras de carne de cerdo y en el 85,71% de las de las muestras de
utensilios y de superficies de contacto. La presencia de esta bacteria en la carne
refleja una mala calidad higienica y sanitaria del producto ya que E. coli esta
presente en el tracto grastrointestinal del hombre y es considerada un
microorganismo de contaminacion fecal. Esta contaminacion puede estar asociada a
malas practicas de higiene por parte de los manipuladores, aguas contaminadas que
entran en contacto con la carne, superficies de contacto del alimento y utensilios
contaminados, y sistemas sanitarios inadecuados. Por otra parte el tracto
gastrointestinal de animales como los bovinos es reservorio también de dicha
bacteria. Algunas cepas de E. coli O157:H7 estan relacionadas con enfermedades
transmitidas por alimentos que pueden producir no solo cuadros de gastroenteritis
sino también, toxiinfecciones (Pla et al., 2014)

1.2 Resistencia a antibidticos

El origen de la palabra antibiético es griego: anti significa contra, y bio, vida. En 1928
fue descubierto el primer antibiético, la penicilina por un cientifico britanico,
Alexander Fleming, que la descubrio accidentalmente en el curso de sus
investigaciones sobre la gripe.

Trascurri6 mucho tiempo hasta que la penicilina fue utilizada como medicamento,
fue usada en la Il Guerra Mundial como tratamiento de infecciones bacterianas este
hecho se le atribuye a un famacéutico australiano llamado Ernest Chain, a partir de
este suceso se puede considerar una nueva etapa en el progreso y prescripcion de

antibidticos (Lavilla Lerma et al., 2014).

Un antibiotico es toda sustancia, que suele ser de bajo peso molecular, fabricada por

seres vivos (antibidtico natural) o puede ser modificado de manera artificial a partir
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de ella (antibiético semisintético), que a concentraciones pequefias tiene un
resultado antimicrobiano, después de ser administrado por la via que corresponda a
un organismo receptor. Por lo que podemos decir que son compuestos simples,
obtenidos de bacterias u hongos que actuan sobre las bacterias, al interferir en algun
proceso del metabolismo donde halla una diana adecuada. Se agrupan segun su
diana de actuacion aunque no posean una estructura quimica semejante. En las
bacterias las dianas mas significativas para la actuacion de los antibidticos son;
pared celular, membrana citoplasmatica, la biosintesis de las proteinas y la sintesis

de &cidos nucleicos (Lavilla Lerma et al., 2014).

Un antibidtico es resistente a una bacteria cuando esta es capaz de resistir la
inhibicion ejercida por el antibiético, puede deberse al resultado de mecanismos
innatos (intrinsecos) o adquiridos. La resistencia intrinseca es un rasgo de una
especie bacteriana, por ejemplo la especie puede producir enzimas que destruyan al
agente antimicrobiano. Una cepa bacteriana puede adquirir resistencia por mutacion
o bien por la adquisicion de genes exdgenos que pueden llegar a modificar la
estructura de un antimicrobiano, son normalmente transferibles (SCENIHR, 2009).

La resistencia a los antimicrobianos es un problema mundial que afecta al hombre y
también a los animales, que esta producido por un mal empleo de éstos. A la hora
de la produccion de alimentos se usan antibiéticos como medicacion en animales
enfermos, para prevenir enfermedades y también como promotores del crecimiento
lo que conlleva a un uso abusivo. El problema se produce cuando los antibiéticos
utilizados de una forma inadecuada en la industria granadera son los mismos que se
utilizan en la clinica humana por lo que aumenta el riesgo de diseminacion de
emergencias y de bacterias resistentes, que causan infecciones en el hombre y los
animales (WHO, 2012, 2014).

Se realizo un estudio en dos mataderos franceses uno de ganado adulto y otro de
terneros, se recolectaron 4 muestras de cada EDAR: aguas residuales, efluente
tratado, lodo activado y lodo espesado. Realizaron una enumeracion y aislamiento

de E.coli y para el tratamiento utilizaron 16 antibioticos diferentes.

Se realizo una afiliacion a los ocho grupos filogenéticos para los 320 aislados de E.

coli que se sometieron a las pruebas de suceptibilidad antimicrobiana.
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Figura 2: Distribucién filogenética de 160 cepas de E.coli aisladas de ganado adulto
(A) y 160 cepas de E.coli aisladas de ternera (B) de matadero. En cada matadero, se
analizaron 40 aislamientos de E.coli por punto de muestreo. Las barras solidas
indican la proporcion de aislados de E.coli resistentes a los antibiéticos.

En cuanto a la eficiencia de los antibidticos administrados en los dos mataderos hay
una clara diferencia de porcentajes respecto a la resistencia a antibioticos. En los
aislamientos de ganado adulto, esta bacteria fue principalmente resistente a
tetraciclina, ampicilina, sulfonamidas y estreptomicina, y en los aislamientos del
matadero de terneros los porcentajes de resistencia fueron mas altos para

tetraciclina, ampicilina, sulfonamidas, estreptomicina y trimetoprima.

100%

90%

ET AMP S§S8S STR TMP KAN CHL NAL CIP GEN AMC CEF CXM CTX CAZ FEP

Figura 3: Porcentajes de resistentes a los antibidticos de cepas de E. coli aisladas
de ganado adulto (barras claras) y becerro bovino (barras sélidas). AMP, ampicilina;
AMC, amoxicilina-acido clavulanico; CAZ, ceftazidima; CEF, cefalotina; CTX,
cefotaxima; CXM, cefuroxime; CHL, cloranfenicol; CIP ciprofloxacina; FEP,
cefepima; GEN, gentamicina; KAN, kanamicina; NAL, &cido nalidixico; SSS,
sulfonamidas; STR estreptomicina; TET, tetraciclina; TMP, trimetroprima.
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Otras conclusiones que se extraen de este articulo son también que tanto los
mataderos de bovinos terneros como en los de adultos, los porcentajes de cepas de
E. coli resistentes a los antibioticos no se vieron afectados por el proceso de
tratamiento de aguas residuales. La cepa mas patdgena, una STEC 0157: H7, que
fue aislada del lodo espesado del matadero de ganado adulto, podria llegar al medio
ambiente mediante la aplicacion de tierra. Y por ultimo y no menos importante
destacar que se detectaron riesgos para la salud publica, y para ello se propuso una
gestion adecuada de desechos para reducir la diseminacion de cepas de E. coli

patdgenas y resistentes a antibiéticos (Um et al., 2016)

1.3 Resistencia a biocidas

Segun el Real Decreto 1054/2002 del 11 de octubre, los biocidas son las sustancias
activas y preparados que contengan una 0 mas sustancias activas, presentados en
la forma en que son suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier
organismo nocivo por medios quimicos o biologicos (BOE numero 247/2002, de 15
de octubre 2002).

Los biocidas estan divididos en 23 tipos de productos seguin su uso, que se pueden

clasificar en 4 grandes grupos:

-Grupo 1: Desinfectantes y biocidas generales
-Grupo 2: Conservantes

-Grupo 3: Plaguicidas

-Grupo 4: Otros biocidas

Segun su mecanismo de accién, se pueden clasificar en biocidas oxidantes que son
los que tienden a oxidar todo tipo de materia organica y se acaban de forma rapida
en sistemas muy contaminados. Por otro lado estan los biocidas no oxidantes que
poseen un efecto mas dafiino y pueden llegar a entrar en las células y alterar el
DNA, el RNA o los sistemas de defensa celulares, por lo que estos ultimos son los
mas recomendados. Cada biocida tiene una concentracion minima inhibitoria frente
a un microorganismo especifico que determina la capacidad para inactivar el

crecimiento microbiano (Aguayo et al., 2010).
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La diferencia entre los biocidas y los antibidticos es que estos ultimos actian sobre
una diana especifica y la gran mayoria de los biocidas interaccionan con numerosas
moléculas e interfieren en varios procesos fisiolégicos aunque a concentraciones
bajas o sub-inhibitorias tienen la capacidad de restringir su accion a una sola diana
(Lavilla Lerma et., 2014).

La resistencia bacteriana a los biocidas es conocida desde la década de 1950,
cuando se produjo la contaminacion de formulaciones de biocidas catidnicos. La
resistencia se refiere a un aislamiento microbiano que no es susceptible a una
concentracion determinada de biocida o que no es inactivado por concentraciones
que suelen inactivar la mayoria de cepas de un microorganismo. La resistencia ha
surgido especialmente por un uso inadecuado o almacenamiento de los compuestos
que ha provocado un descendimiento de la eficacia de las concentraciones
empleadas hasta ahora (SCENIHR, 2009).

Los factores que pueden hacer disminuir el efecto del desinfectante son la existencia
de materia organica que funciona como protector de bacterias, la presencia de
biofilms y la adaptacion de bacterias por la exposicion usual a concentraciones
subletales de desinfectantes, igualmente los alimentos también pueden facilitar un

buen entorno para el desarrollo microbiano (Lavilla Lerma et al., 2013).

En un estudio realizado por Lavilla Lerma et al. (2013) en la universidad de Jaén se
evaluo la prevalencia de resistencia a antibiéticos y/o biocidas de algunos grupos
microbianos como son psicrotrofos, Pseudomonas sp., E. coli, estafilococos y
bacterias del &cido lactico (BAL) a lo largo de la cadena de produccién de la carne,
desde la sala de sacrificio hasta la obtenciéon producto final en un matadero de

cabras y corderos.

Se aislaron cepas resistentes de Pseudomonas sp. a lo largo de toda la cadena de
produccion de la carne mostrando resistencias a la clorhexidina y compuestos de
amonio cuaternario como el benzalconio, ademas los psicrotrofos no pseudomonas
mostraron resistencia a la chorhexidina, pero también al triclosan, la mayoria de las
bacterias Gram-negativas presentaron mas resistencias a los biocidas que las
bacterias Gram-positivas. Las bacterias Gram-negativas tienen diferentes
resistencias siendo las cepas de Pseudomonas sp. mas resistentes que las cepas

de E. coli y esta mas que Staphylococcus sp. Por otro lado, las BAL se componen
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especialmente de Lactobacillus sp. que muestran resistencia a la clorhexidina y el

triclosan y resistencia media al cloruro de benzalconio y al PHMG.
60
50
w0
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Resistant isolates (%)

20

Biocides Antibiotics

OPsychrotrophs no-pseud d d sp. ME.coli ®LAB @Staphylococcus sp.-

Figura 4: Resistencia a biocidas y antibioticos segun el tipo microbiano (Lavilla
Lerma et al., 2013)

La mayor cantidad de cepas de E. coli resistentes se obtuvo en la sala de sacrificio
seguido de la sala de despiece frente al benzalconio, lo que indica contaminacion
fecal durante el proceso de sacrificio pero no se obtuvieron cepas de E. coli en los
productos finales que si mostraron psicrotrofos, incluyendo Pseudomonas sp.

En la sala de despiece, la resistencia al hexadecilpiridinio, cetrimida y la clorhexidina
es la mas relevante y en la sala de sacrificio la resistencia al hexaclorofeno, oxonia
6P y PHMG.

La conclusion de este estudio es que para evitar el desarrollo de resistencias en este
tipo de mataderos, principalmente en sala de sacrificio y despiece, es recomendable
un uso rotatorio de diferentes desinfectantes en un ambiente que se desinfecta con
frecuencia. También es necesaria una vigilancia continua en la cadena de
produccion de alimentos para detectar los fenotipos de resistencias emergentes,
ademas también se podria buscar otros tratamientos que reemplacen los métodos
habituales de desinfeccibn como el ozono o las bacteriocinas (Lavilla Lerma et al.,
2013).

1.4 Resistencia cruzada entre antibiéticos y biocidas
El uso de biocidas y el uso excesivo de estos en areas como pueden ser hospitales,

industrias alimentarias, hogares e incluso en algunos productos de forma
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inapropiada puede llevar a la aparicion de tolerancia a diversos biocidas vy la
resistencia concomitante a los antibioticos. La resistencia cruzada entre antibioticos
y biocidas es ejecutada por la presion selectiva de los biocidas porque la
administracion de biocidas a baja concentracion al ambiente puede aumentar el
riesgo de seleccibn de microorganismos resistentes y mantener asi la presion
selectiva. Para conservar la actividad de los biocidas y evitar la aparicion de
tolerancia/resistencia a ambos antimicrobianos, se debe tener un uso prudente de
biocidas en entornos clininos y ademas en aplicaciones veterinarias agricolas,
industriales y otros tipos. Ya se han desarrollado esquemas regulatorios para
controlar el uso de biocidas en distintas areas (UE, Reglamento 528/2012) que cubre
distintos productos conteniendo desinfectantes, productos de control de plagas y

conservantes.

Los biocidas juegan un papel importante en el aumento de la resistencia bacteriana
a los antibidticos, lo cual es preocupante y se han realizado varios cambios en la
legislacion europea y las afirmaciones de un riesgo de uso de biocidas. En el estudio
de Lavilla Lerma et al. (2015) se analizo las posibles interconexiones entre los
biocidas utilizados habitualmente en la industria alimentaria y los antibiéticos
utiizados normalmente en tratamientos clinicos, se detectaron correlaciones
positivas entre antibioticos, biocidas y la combinacion de ambos antimicrobianos que

era altamente dependiente de la cepa de Pseudomonas sp.

La resistencia cruzada entre biocidas y antibiéticos que se basa especialmente en
bombas de eflujo, se detecté principalmente entre PHMG o triclosan y distintos
antibioticos dependiendo del biocida y el tipo de poblacion microbiana. La resistencia
se vio inducida después de la exposicion a bajas concentraciones de desinfectantes
como el cloruro de benzalconio, clorhexidina, PHMG o triclosan lo cual caus6 un
aumento en la concentracion minima inhibitoria de casi todos los antibiéticos y
biocidas en cepas de Pseudomonas sp. lo que sugiere una presion de seleccion
cruzada, por lo que la utilizacion de estos biocidas como desinfectantes en las
diferentes areas del mataderos tiene que evaluarse cuidadosamente. Por altimo,
este estudio también llego a la conclusion que formulaciones industriales especificas
como pueden ser el topax 66 y oxonia P3 tienen escasas correlaciones con
antibioticos, es decir, deberian tenerse en cuenta a la hora de proceder a la

desinfeccidon en el matadero de cabras y corderos donde se realizo el estudio.
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2. OBJETIVOS

Hoy en dia la resistencia a antibioticos supone un problema de salud publica ya que
hay una transferencia o diseminacion de genes de resistencia en los diferentes
ecosistemas; a nivel de centro de salud, hospitales, ganaderos...etc, tenemos un
flujo de genes de resistencia entre los distintos ecosistemas porque todos ellos estan
altamente interconectados, por lo que hay un incremento de resistencias a causa de
esta diseminacion. Las bacterias que han sido sensibles a antibiéticos y/o biocidas
anteriormente pueden ser ahora resistentes debido a la adquisicion de genes de

resistencia.

Los resultados de una investigacion anterior revelaron que habia una amplia
distribucién de bacterias resistentes a lo largo de la cadena de produccion de la
carne, se encontré que en las zonas mas contaminadas con bacterias resistentes
eran la sala de sacrificio y la sala de despiece pero también el producto final
contenia un namero importante de bacterias resistentes a antibioticos y biocidas, lo

cual es muy preocupante ya que esto es lo que llega directamente al consumidor.

Es alarmante el incremento de las resistencias porque cada afio mueren 25.000
personas en Europa a causa de bacterias resistentes, mas que la enfermedad del
cancer o mas que los accidentes de trafico y a nivel mundial unas 700.000 personas.

Los objetivos de este estudio fueron:

1. Determinar la resistencia de cepas de Escherichia coli a antibiéticos.
2. Determinar la resistencia de cepas de Escherichia coli a biocidas.

3. Resistencia cruzada entre antibiéticos y biocidas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cepas bacterianas
En este estudio, hemos utilizado distintas cepas de E. coli fueron aisladas de

diferentes areas de un matadero de Jaén (Figura 5).

SACRIFICE ROOM - CUTTING ROOM
ENTRANGE S2, S3, S4, S5, S6, h F;'?GSE‘;’ ; Al 513 S14- S15- S16- S17-
oL S7, S8, S9, $10 ' S18- $10- 520

FRIDGE 4:
S25- S26- S27- S28 FREEZING TUNNEL:
S23

|

WHITE ROOM: MEAT PRODUCTS:
§29- S30- S31- 832 MP1- MP2- MP3- MP4- MP5

FRIDGE 2:
S21

FRIDGE 3:
§22- 824

Figura 5: Esquema de flujo de la cadena de produccion de carne en un matadero de

cordero y cabra de Jaén (Lavilla Lerma et al., 2013).

Para uso rutinario, las diferentes cepas bacterianas (Tabla 1) fueron cultivadas al 1%
en medio Triptona Soja Broth (TSB) y preservadas a 4°C. Para su conservacion a
largo plazo, se almacenaron a -20°C y -80°C, se utliz6 como sustancia
crioprotectora glicerol puro. Se trabajé con 10 cepas de E. coli (Tabla 1).

1- M12.V.13 Desague de la camara fria

2- M12.V.04 Desague de la camara fria

3- M14.v.10.01 Mesa de sala de despiece

4- M14.V.02 Mesa de sala de despiece

5- M18.v3.13.2 Cortados de la sala de despiece
6- M18.v3.13.3 Cortados de la sala de despiece
7- M21.V.06.1 Desaguie de la camara 2

8- M21.V.06.2 Desague de la camara 2

9- M28.V.07 Suelo de la cAmara

10- M32.Vv.02.1 Tabla de cortar de la sala blanca

Tabla 1: Procedencia de las diferentes cepas de E. coli aisladas de las diferentes

zonas del matadero.
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Para llevar a cabo las tareas planteadas en este trabajo, se realizaron resiembras
periddicas de las diferentes cepas. Para ello se inocularon 20 pl de la cepa en tubos

de TSB de 2 ml, y a continuacion se incubaron a 37°C durante 24 horas.
3.2 Medios de cultivo

3.2.1 Medio Tryptone Soy Broth (TSB)
El medio TSB se utilizé para la resiembra periédica de E .coli, preparandose a partir

del medio comercial siguiendo las instrucciones del fabricante.

Medio Tryptone Soy Broth (PanReac AppliChem), su composicion en g/L.:

Papaic digestivo de Soja 3 g/l
D(+)-Glucosa 2.5 g/l
Digerido pancreético de caseina 17.0 g/l
di-potasio, fosfato de hidrégeno 2.5 g/l
Cloruro de sodio 5.0 g/l

3.2.2 Medio Mueller-Hinton Broth (MHB)
Se utilizd para realizar las diferentes diluciones del antibidtico y ensayo de la
susceptibilidad de las cepas de E. coli a los antibidticos. Este medio se preparo

segun las indicaciones del fabricante.

Medio Mueller-Hinton Broth (Fluka, Analytical), su composicion en g/L:

Hidrolizado acido de caseina 17.5g/L
Extracto de carne 3g/L
Almidoén 1.5¢g/L

3.3. Agentes antimicrobiano

3.3.1 Antibioticos
Los antibidticos ensayados fueron: Tetraciclina, Ampicilina, Eritromicina vy

Estreptomicina.

Las soluciones de cada antibiético se prepararon pesando el antibidtico a razén de
10 mg. Tetraciclina y Ampicilina se disolvieron en 5 ml de agua MQ estéril mas 5 ml

de etanol absoluto quedando un total de 10 ml de antibidtico. Eritromicina y
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Estreptomicina fueron disueltos solamente en agua MQ estéril hasta un volumen

final de 10 ml. Se obtuvo una concentracion final del antibiético de 1 mg/ml.

Después, a partir de las suspensiones de los diferentes antibiéticos (1 mg/ml) se
prepararon diluciones a diferentes concentraciones con el caldo MHB para obtener
las siguientes concentraciones: 0.5 pug/ml, 1 pg/mi, 2 pg/mi, 4 pg/mi, 8 pg/ml, 16
pg/ml, 32 pg/ml, 64 pg/ml, 128 pg/mly 256 pg/ml.

Para ello se prepara la dilucion de la concentracion mas alta y se diluye cada vez Y.

Para preparar la primera dilucion, es decir la mas alta (se pretende obtener 10 ml de
256 pg/ml), se necesitdé 2.56 ml de antibiético a nuestra concentracion final, es decir,
1 mg/mly 7.44 ml de MHB. Este procedimiento se realiza 2 veces para obtener 2
réplicas de la dilucion mas alta. Para realizar la siguiente dilucién, la de 128 ug/ml se
cogen 6 ml de la dilucion realizada previamente de 256 ug/mly se le afiaden 6 ml de
MHB, para la siguiente (64 pg/ml) igualmente se cogen 6 ml de la dilucién anterior
realizada de 128 pg/ml y se le afiaden 6 ml de MHB, y asi sucesivamente hasta

realizarlas todas.

Tras preparar estas diluciones se disponen alicuotas en placas de microtitulacion de
96 pocillos cada una, en cada pocillo se echa 180 pl de la diluciéon que corresponda
por triplicado y ademas 20 ul de la bacteria E. coli que ha sido cultivada durante 24
horas a 37°C, al adicionar la bacteria se debe resuspender varias veces con la
pipeta para mezclar bien la dilucién del antibidtico con la bacteria. La dilucion que

corresponde al control solamente lleva 180 pl del medio MHB sin el antibiético.

Se utilizaron 4 placas de microtitulacion para cada antibiético y para las 10 cepas de
E. coli. En los tres primeros pocillos se dispuso la muestra control y en los siguientes
las diluciones del antibiético de méas diluida a menos diluida, realizando tres replicas

por cada dilucién (Figura 6).
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C C C 05 (05 |05 |1 1 1 2 2 2
Cepal |4 4 4 8 8 8 16 |16 (16 |32 |32 |32
64 |64 |64 | 128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
C C C 05 (05 |05 |1 1 1 2 2 2
Cepa2 |4 4 4 8 8 8 16 |16 (16 |32 |32 |32
64 |64 |64 |128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
Cepa3d | C C C 05 (05 |05 |1 1 1 2 2 2
4 4 4 8 8 8 16 |16 (16 |32 |32 |32
Cepa3 |64 |64 |64 | 128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
C C C 05 |05 |05 |1 1 1 2 2 2
Cepad |4 4 4 8 8 8 16 (16 |16 |32 |32 |32
64 |64 |64 | 128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
C C C 05 (05 |05 |1 1 1 2 2 2
Cepa5 |4 4 4 8 8 8 16 |16 |16 |32 |32 |32
64 |64 |64 | 128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
Cepab6 | C C C 05 (05 |05 |1 1 1 2 2 2
4 4 4 8 8 8 16 (16 |16 |32 [32 |32
Cepab6 (64 |64 |64 |128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256
C C C 05 |05 |05 |1 1 1 2 2 2
Cepa7 |4 4 4 8 8 8 16 (16 |16 |32 [32 |32
64 |64 |64 | 128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256

23



C C C 05 (05 (05 |1 1 1 2 2 2

Cepa9 |4 4 4 8 8 8 16 |16 |16 |32 |32 |32

64 |64 |64 |128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256

C C C 05 (05 05 |1 1 1 2 2 2

Cepal0 | 4 4 4 8 8 8 16 |16 |16 |32 |32 |32

64 |64 |64 |128 | 128 | 128 | 256 | 256 | 256

Figura 6: Disposicion de las cepas y la distribucion de las tres réplicas de cada
dilucion del antibiético al igual que la muestra control. Cada tabla representa a una

placa de microtitulacién.

Tras realizar la inoculacién de las cepas en los diferentes pocillos y resuspender
varias veces se tapan las placas de microtitulacién que se introducen en la estufa a
37°C durante 24 horas. Al dia siguiente se analiza el crecimiento de la bacteria,
primero visualmente, para ver si hay presencia o ausencia de turbidez en el pocillo.
A continuacién, se utiliz6 el lector de placas BIO-RAD iMark™ para medir la

densidad o6ptica en el pocillo a longitud de onda de 595 nm.

3.3.2 Biocidas
Los biocidas utilizados en este trabajo fueron: Cloruro de Benzalconio y

Clorhexidina.

Se prepararon de la misma forma que los antibiéticos pero para disolver los dos
biocidas se emple6 5 ml de agua MQ estéril mas 5 ml de etanol absoluto. También

guedando una concentracion final del biocida de 1 mg/ml.

Se siguid el mismo proceso que para los antibiéticos tanto como para la preparacion
de los diferentes biocidas a diferentes concentraciones, como para la disposicion de
las cepas de E. coli, distribucion de las concentraciones y réplicas de estas en las

placas de microtitulacion.
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3.4 Determinacién de la MIC de los diferentes antibiéticos y biocidas

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es la minima concentracion de
antimicrobiano (ug/ml) que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 horas de incubacion a 37°C. Se ha establecido como “gold Standard”
comparandose con otros métodos que evallan la susceptibilidad antimicrobiana,
también es capaz de confirmar resistencias inusuales y dar respuestas definitivas
cuando el resultado obtenido por otros métodos no es determinado (Horna et al.,
2005)

Algunas de las ventajas que aporta la MIC son que proporciona concentraciones
tiles clinicamente y que permite establecer puntos de corte de sensibilidad y

resistencia.

La MIC se determind de forma visual y mediante el lector de placas BIO-RAD

iMark™ para ambos antimicrobianos (antibiéticos y biocidas).
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4. RESULTADOS

Tras realizar el correspondiente procedimiento con cada antibiético y/o biocida e
incubarlo durante 24 h en la estufa a 37°C se procedio a la lectura de resultados
primeramente de forma visual observando la turbidez o ausencia de esta en cada
pocillo, es decir la presencia 0 ausencia de crecimiento de E. coli y después se

utilizé el lector de placas BIO-RAD iMark™

para medir la densidades Opticas en
cada pocillo. De forma conjunta pudimos determinar la MIC para cada

antimicrobiano.

4.1 Susceptibilidad a Antibioticos

Para poder afirmar si cada una de las cepas es sensible o resistente a los cuatro
antibidticos utilizados en este estudio se tienen en cuenta los Puntos de Corte
“Breakpoints” obtenidos por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI) (CLSI, 2018).

Los “Breakpoints” o Puntos de Corte son valores que se utilizan para separar la
poblacién normal sensible de un determinado grupo de microorganismos de la
poblacion resistente. Los puntos de corte epidemioldgicos son de gran utilidad para
analizar los resultados de sensibilidad cuando no hay suficiente informacion
suficiente para establecer puntos de corte clinicos. Son especificos para cada
especie, estan basados en datos epidemioldgicos, famacodindmicos y clinicos; estos
puntos de corte son también revisados peribdicamente segun van apareciendo

nuevos datos procendentes de nuevos estudios (Cuenca et al., 2013).

4.1.1 Tetraciclina

Para la tetraciclina, tres de las cepas de E. coli (M12.V.04, M14.V.10.01 y M14.V.02)
mostraron una MIC de 4 pg/ml, dos de ellas mostraron una MIC de 32 pg/ml
(M18.V3.13.3 y M28.V.07), otras dos mostraron la MIC de 128 ug/ml (M21.V.06.1 y
M21.V.09.2), la cepa M12.V.13 mostr6 una MIC muy baja de 0,5 pug/ml, para la cepa
M18.v3.13.2 le correspondié 64 pg/ml y por ultimo para la cepa aislada de la sala
blanca M32.V.02.1 se obtuvo una MIC bastante mayor correspondiente a 256 pg/ml
(Tabla 2).
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Los datos que se muestran a continuacion para enterobacterias (E. coli) muestran
los Breakpoints para Tetraciclina segun CLSI (2018), por lo que se pueden
considerar sensible si la MIC se encuentra por debajo o igual a 4 pug/ml, intermedia si

es de 8 pg/mly resistente si es mayor o igual a 16 pg/ml (Tabla 3).

Interpretive Categories and Interpretive Categories and MIC
Zone Diameter Breakpoints, Breakpoints,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm pg/mL
Group Agent Content S  SDD : | : R S : SDD . | ' R
| C Tetracycline 30 ug 215 — 1214 <11 <4 — 8 >16
(o] Doxycycline 30 ug =14 - 11-13 =10 =4 - 8 =16
0 Minocycline 30 pg =16 | - {1315 | =12 =4 { = | 8 i =16

Tabla 3: Adaptacion de tabla (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2018).

Segun los datos publicados por Clinical and Laboratory Standars Institute (2018), las
cepas M18.v3.13.2, M18.v3.13.3, M21.V.06.1, M21.V.09.2, M28.V.07, M32.V.02.1
se consideran resistentes ya que tienen una MIC superior a 16, por otra parte se
consideran; M12.V.13, M12.V.04, M14.V.10.01, M14.V.02 sensibles a la Tetraciclina

ya que la MIC obtenida es menor o igual a 4.

4.1.2 Ampicilina

Para la Ampicilina, cuatro cepas de E. coli (M12.V.13, M12.V.04, M14.V.02 y
M18.V3.13.2) mostraron una MIC bastante alta a una concentracion de 256 pg/ml,
dos de las cepas (M21.V.06.1 y M21.V.06.2) tuvieron una MIC de 8 pg/ml y para
otras dos (M14.V.10.01 y M28.V.07) se obtuvo una MIC de 64 pg/ml, la cepa
M18.v3.13.3 mostré una MIC de 128 pg/ml y por ultimo cabe destacar que la cepa
procedente de la sala blanca M32.V.02.1, no fue posible determinar la MIC ya que
se observo turbidez en todos los pocillos por lo que debia ser superior a 256 pg/ml
(Tabla 4).
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A contincuacion se muestran los datos segun CLSI para la Ampicilina, si la MIC
obtendia es menor o igual a 8 pg/ml la cepa sera sensible a Ampicilina, y si por el
contrario la MIC es mayor o igual a 32 ug/ml se considera resistente para este
antibiotico (Tabla 5):

Interpretive Categories and Interpretive Categories and MIC
Zone Diameter Breakpoints, Breakpoints,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm pgimL
Group Agent Content S  SDD : | : R S : SDD . I : R
A Ampicillin 10 pg =17 1 - 11416 1 213 <8 @ - 16 To=32
[§] Piperacillin 100 ng 221 ¢ - 1 18-20 : =17 =16 : - : 3284 : =128
0 Mecillinam 10 ug 215 7 - 1 12-14 7 =11 =8 1 - 1 16 1 =32

Tabla 5: Adaptacion de tabla (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2018)

Se consideran las cepas; M12.V.13, M12.V.04, M14.V.10.01, M14.V.02,
M18.v3.13.2, M18.v3.13.3, M28.V.07 resistentes ya que su MIC es mayor que 32
pug/ml de igual forma también consideramos resistente la cepa M32.V.02.1, la cual no
tiene su MIC sefialada en amarillo porque es superior a 256 pug/ml ya que la cepa de
E. coli crecié en todo los pocillos. Se consideran sensibles a Ampicilina las cepas
M21.V.06.1 y M21.V.06.2 ya que sus MICs son inferiores a 8 pug/ml.

4.1.3 Eritromicina

Para la Eritromicina, dos cepas de E. coli (M18.V3.13.2 y M32.V.02.1) presentaron
una MIC de 4 pg/ml, otra cepa E. coli M21.V.06.2 presenté una MIC de 8 pg/ml,
otras dos cepas de E. coli (M14.V.02 y la M21.V.06.1) mostraron una MIC de 16
pg/ml, tres cepas (M14.V.10.01, M18.V3.13.3 y M28.V.07) mostraron una MIC de 32
pg/mly para las cepas E. coli M12.V.13 y M12.V.04 se obtuvo una MIC de 64 pg/ml
(Tabla 6).
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Este antibiético no ha sido incluido aun en el comité europeo de pruebas de
susceptibilidad a los antibioticos, para enterobacterias por lo que no aparece
Breakpoints publicados por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).
Segun Microbiology guide to interpreting minimum inhibitory concetration (2017) se
considera una cepa resistente a la Eritromicina cuando su MIC es igual o superior a
8 pg/ml, intermedia cuando es entre 1 y 4 pg/ml y sensible cuando se encuentra
entre 0.25y 0.5 pg/ml (Tabla 7).

Antibiotic Susceptible Intermediate Resistant breakpoint

Enrofloxacin Gram-nagative 0.12-05
Enrofloxacin Gram-positive 05

]
£ o pa
e

[Ervvomycin 02505

Gentamicin Gram-neghtive 1-4
Gentamicin Staphylococcus 0.5-4

e oe o == =
o

Imipenem 14

Tabla 7: Adaptacion de tabla (Microbiology guide to interpreting minimum inhibitory

concetration, 2017)

Se consideran resistentes las cepas de E. coli; M12.V.13, M12.V.04, M14.V.10.01,
M14.V.02, M18.V3.13.3, M21.V.06.1, M21.V.06.2, M28.V.07, ya que su MIC es igual
0 superior a 8, sin embargo se toman como intermedias las cepas M18.V3.13.2 y
M32.V.02.1 porque su MIC es igual a 4.

4.1.4 Estreptomicina

Para la Estreptomicina, se obtuvo una MIC bastante semejante para la mayoria de
las cepas, presentando una MIC de 32 pg/ml para las cepas de E. coli: M12.V.13,
M14.V.10.01, M14.V.02, M18.v3.13.2, M18.v3.13.3 y M28.V.07, otras dos cepas de
E. coli (M12.V.04, M21.V.06.1 y M21.V.06.2) mostraron una MIC de 64 ug/ml y por
ultimo para la cepa aislada de la sala blanca (M32.V.02.1) se obtuvo una MIC de 256
pg/ml (Tabla 8).
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La estreptomicina si aparece en la lista de antibidticos para enterobacterias
publicada por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), sin embargo
no aparece el dato de la MIC Breakpoint (Tabla 9).

Interpretive Categories and Interpretive Categories and MIC
Zone Diameter Breakpoints, Breakpoints,
Test/Report Antimicrobial Disk nearest whole mm pg/mL

Group Agent Content § :sOD: | : R S : SDD I ! R
A Gentamicin 0pg | 2167 - 11314 <12 <4 1 - 1 & 1 =16
A Tobramycin 10 ug 215+ - 11314 1 =12 <4 1 - 8 v =16
B Amikacin 30pg | 217 1 - 1516 <14 | <16 : - 32 . >64
0 Kanamycin 30pg | 218 1 - V14177 <13 | <16 ¢ - 1 32 1 64
0 Netilmicin 30 ug 216+ - 11314 1 =12 =8 1 - 16 P =232
[o] Streptomycin 10 ug z16 ¢ - 1 12-14 ¢ =1 - = - ' -

Tabla 9: Adaptacién de tabla (Clinical and Laboratory Standars Institute, 2018)

De acuerdo con Anonymous (2008), la Breakpoint de la estreptomicina para
enterobacterias es de 64 pg/ul, por lo tanto las cepas de E. coli (M12.V.04, M21.V.06.1 y
M21.V.06.2 y M32.V.02.1) se consideran resistentes, mientras que las cepas de E.
coli (M12.vV.13, M14.V.10.01, M14.V.02, M18.V3.13.2, M18.V3.13.3 y M28.V.07) se

consideran sensibles a la estreptomicina.
4.2 Susceptibilidad a Biocidas

4.2.1 Cloruro de Benzalconio

Para el Cloruro de Benzalconio, se obtuvo una MIC bastante homogénea, la mayoria
de las cepas de E. coli (M14.vV.02, M18.V3.13.2, M18.v3.13.3, M21.V.06.1,
M21.V.06.2 y M28.V.07) presentaron una MIC de 32 pg/ml, dos cepas de E. coli
(M12.V.13 y M14.V.10.01) presentaron una MIC de 64 pg/ml; la cepa E. coli
M12.V.04 mostro una MIC de 128 pug/ml y para la cepa E. coli M32.V.02.1 se obtuvo
una MIC de 16 pg/ml (Tabla 10).
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Para los biocidas, como no hay existencia de cortes, se ha tomado como punto de
corte la concentracién de 10 pg/ml, por encima de esta se consideran resistentes y
por debajo sensibles al correspondiente biocida. De esta forma todas las cepas se
consideran resistentes al Cloruro de Benzalconio porque las MICs obtenidas para

todas las cepas es igual o mayor a 16 pg/ml.

4.2.2 Clorhexidina

Para la Clorhexidina también se obturvieron unas MIC bastantes homogéneas,
cuatro de las cepas de E. coli (M18.V3.13.2, M21.V.06.1, M21.V.06.2 y M32.V.02.1)
presentaron una MIC de 4 pg/ml, dos cepas de E. coli (M18.V3.13.3 y M28.V.07)
mostraron una MIC de 8 pg/ml, para otras dos cepas de E. coli (M12.V.04 y
M14.V.02) se obtuvo una MIC de 16 pg/ml y para las cepas de E. coli M12.V.13 y
M14.V.10.01 no se pudo determinar una MIC ya que esta seria superior a 256 pg/mli

al presentar turbidez en todos los pocillos para todas las concentraciones (Tabla 11).
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Al tratarse de igual forma de un biocida se toma como punto de corte 10 pg/ml. Las
cepas de E. coli M12.V.04 y M14.V.02 se consideran resistentes por tener una MIC
de 16 pg/ml, también se consideran resistentes las cepas de E. coli M12.V.13 y
M14.V.10.01 porque al no tener la MIC sefialada con amarillo en la tabla significa
que es superior a 256 pg/ml, la bacteria crecié en todos los pocillos. Por otro lado se
consideran sensibles las cepas con una MIC menor que 10 pg/ml, es decir, las
cepas de E. coli M18.v3.13.2, M18.v3.13.3, M21.V.06.1, M21.V.06.2, M28.V.07 y
M32.V.02.1.

4.3 Relacion de resistencia/sensibilidad de las distintas cepas con los
antimicrobianos utilizados

A continuacion se muestra una tabla resumen donde podemos observar las distintas
cepas y ver para qué antibiéticos y/o biocidas son resistentes y para cuales son
sensibles (Tabla 12):

Antimicrobianos

Cepas

M12.V.13

M12.V.04

M14.V.10.01

M14.V.02

M18.V3.13.2

M18.V3.13.3

M21.V.06.1

M21.V.06.2

M28.V.07

M32.v.02.1

Tabla 12: Tet, Tetracicilina; Amp, Ampicilina; Ery, Eritromicina; Str, Estreptomicina,
CB, Cloruro de Benzalconio, Ch, Clorhexidina. S, sensible; R, resistente; I,

intermedia.
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En los siguientes gréficos se pueden observar nuestros datos obtenidos en

porcentaje (Figuras 7 y 8):

a0 -
80 -
70 7
2
£ 0
E 50 M intermerdias
£ 40 M Resistentes

M Sensibles

Tetraciclina Ampicilina Eritromicina Estreptomicina Cloruro de Clorhexidina
Benzalconio

Antimicrobianos

Figura 7: Porcentaje general de resistencias a los antimicrobianos empleados
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Porcentaje
un
[=]

Tetraciclina Ampicilina Eritromicina  Estreptomicina Cloruro de Clorhexidina
Benzalconio

Antimicrobianos

Figura 8: Porcentaje general de cepas de E. coli resistentes

A través de los resultados obtenidos en este estudio, se puede afirmar que hay una
gran cantidad de resistencias ya que la mayoria de las cepas han mostrado
resistencias con al menos tres de los antimicrobianos ensayados. Estos antibiéticos
son muy usados en hospitales por lo que podria ser un grave problema si estas

resistencias llegan a transferirse a la microbiota humana.

Cabe destacar con respecto a los antibiéticos que en nuestros resultados para la
Tetraciclina y la Estreptomicina se obtiene para la cepa M32.V.02.1 una MIC de 256
pg/ml y para la Ampicilina no se pudo determinar la MIC para dicha cepa ya que

seria superior a 256 pug/ml porque presentaron turbidez todos los pocillos, destaco
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este dato porque son tres de los cuatro antibioticos ensayados a los que esta cepa
presentd resistencia y con una MIC muy alta, es preocupante ya que esta cepa se
aislé de la Sala Blanca y es este lugar uno de los ultimos de la cadena por donde

pasa la carne del matadero antes de llegar al consumidor.

Por otro lado es importante sefalar que para el biocida; Cloruro de Benzalconio,
todas las cepas presentaron resistencia por lo que este biocida no debe utilizarse
para desinfectar las diferentes areas del matadero siendo sustituido por otros para
los que si se presenten unas MIC mas bajas y por lo tanto cepas sensibles a los

antimicrobianos.
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5. DISCUSION

La resistencia a los distintos antimicrobianos se ha convertido en una amenaza a la
esencia de la medicina moderna y a la estabilidad de la salud publica mundial ante la
amenaza existente con respecto a las enfermedades infecciosas, es una crisis que
hay que intentar poner limite con maxima urgencia. La Asamblea Mundial de la
Salud de mayo de 2015 realiz6 un plan de accion mundial que recoge cinco

objetivos sobre la resistencia a los antimicrobianos:

1- Aumentar la conciencia y compresion con respecto a la resistencia de
los antimicrobianos a través de la comunicacion, educacion y formacion
adecuadas.

2- Fortalecer los conocimientos y la base cientifica mediante la vigilancia y
la investigacion.

3- Disminuir el namero de infecciones mediante medidas eficientes de
saneamiento, higiene y prevencién de las infecciones.

4- Emplear de manera Optima los medicamentos antimicrobianos tanto en
la salud humana como animal.

5- Desarrollar argumentos econdmicos para obtener una inversion
sostenible que englobe las necesidades de todos los paises y, incrementar la
inversiébn en nuevos medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y otras
intervenciones (Plan de accibn mundial sobre la resistencia a los
antimicrobianos, OMS, 2016).

En un estudio realizado en Argentina en el que utilizaron cepas de E. coli aisladas de
cerdos sin diarrea y cerdos con diarrea no necesariamente debida a E. coli, los
mayores porcentajes de resistencia se obtuvieron frente a los antimicrobianos
empleados normalmente en las ganaderias; Ampicilina, Estreptomicina y
Tetraciclinas, lo que puede indicar que el empleo continuo y a veces discriminado de
un antibiético puede traer consigo la emergencia de cepas resistentes o
multiresistentes (Moredo et al., 2007). En este estudio se han evaluado también los
mismos antimicrobianos que utiliz6 Moredo et al. (2007) ademas de la Eritromicina
ya que hay referencias que indican una alta incidencia de cepas de E. coli con alta

resistencia a estos antibidticos y como cabia esperar se han obtenido resistencias
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siendo la resistencia a Ampicilina y Eritromicina las mas prevalentes y a la

Estreptomicina la menos prevalente para las distintas cepas de E. coli.

En una investigacion que se realizé en la Universidad de Jaén por Lavilla Lerma et
al. (2014), se tomaron muestras en diferentes lugares del matadero, en la cadena de
produccion de la carne, para analizar las bacterias resistentes a los antibidticos;
bacterias patdgenas como Pseudomonas, Listeria monocytogenes, E. coli...etc. Los
resultados revelaron que habia una amplia distribucion de bacterias resistentes a lo
largo de la cadena de produccion de la carne, las zonas mas contaminadas con
bacterias resistentes eran la sala de sacrificio y la sala de despiece pero el producto
final también contiene un ndumero importante de bacterias resistentes a los
antimicrobianos al igual que en este estudio se han encontrado gran cantidad de
resistencias y en especial una muy comun ha sido la cepa de E. coli M32.V.02 en la

Sala Blanca, uno de los ultimos lugares de la cadena de produccion de carne.

Espafa utiliza mas antibiéticos en el uso veterinario que otros paises europeos. En
los paises nordicos utilizan menos antibidticos en sus animales y esto se repercute
también en la resistencia. En Espafia el antibiético méas utilizado es tetraciclina

seguido de penicilina que son betalactamicos, y sulfonamidas (ECDC, 2014).

Estos datos concuerdan con los datos obtenidos por el estudio de Lavilla Lerma et
al. (2014) que revelaron que los genes codificantes para la resistencia a tetraciclina
son los mas prevalentes seguidos de sulfonamidas y betalactamicos, por lo que los
antibiéticos usados en animales han ejercido una presion selectiva seleccionando
las bacterias resistentes a estos antibiéticos por lo que el problema lo sabemos,

ahora hay que controlarlo (Lavilla Lerma et al., 2014).

Existen también otros antimicrobianos empleados en la industria alimentaria, como
por ejemplo los biocidas, la resistencia al triclosan ha sido descrita, ya que este era
muy utilizado en la clinica, industria y veterinaria (Bhargava y Leonard, 1996; Jones
et al., 2000). Asi, nos resultd interesante para este estudio analizar el Cloruro de
Benzalconio y la Clorhexidina ya que son dos biocidas que se estan utilizando
mucho ultimamente, el Cloruro de Benzalconio resulto ineficaz para la inhibicién de
E. coli ya que todas mostraron resistencias para él, hay otra investigacion que se
llevo a cabo para evaluar y certificar su eficacia, este biocida es un compuesto de

amonio cuaternario. Fue evaluado en patdgenos alimentarios, tres Gram positivos;
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Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus y tres Gram
negativas; Salmonella typhimurim, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los
resultados que obtuvieron mostraron a Listeria monocytogenes como la bacteria
mas sensible y a Bacillus cereus como la mas resistente debido a su capacidad para
formar esporas, este biocida fue mas efectivo frente a bacterias Gram positivas que
Gram negativas, con respecto a estas Ultimas los aislamientos de Salmonella fueron
menos suceptibles seguidos de Escherichia coli (Fazlara et.al, 2012). La ineficacia
del Cloruro de Benzalconio estaba ya probada parcialmente en el estudio de Fazlara
et al. (2012) pero este estudio reveld una ineficacia total para las cepas aisladas de
E. coli por lo que deberia dejar de utilizarse en los mataderos y utilizar en su lugar
otros biocidas y usando siempre estos de forma rotatoria para asi evitar que se

produzcan las resistencias a estos (Lavilla Lerma et al., 2014).

La OMS esta muy preocupada por este tema y ha lanzado una serie de

recomendaciones:

-Restringir el uso de antibiéticos en animales destinados a la produccién de
alimentos. Hay datos que confirman que al reducir y restringir se reduce la

resistencia en un 39%.

-Reduccidén general de todas las clases de antibiéticos de importancia médica en los
animales destinados a la produccion de alimentos. Solamente se permite el uso de
antibioticos como medida metafilactica, la resistencia es desde la granja hasta la

mesa.

-Administrar antibiéticos a animales sanos para prevenir una enfermedad, si ésta ha

sido diagnosticada en otros animales de la misma poblacion (OMS, 2017).

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de maxima actualidad, en
octubre de 2015, la OMS puso en marcha el Sistema Mundial de Vigilancia de la
Resistencia a los antimicrobianos denominado GLASS, este sistema ha desvelado la
existencia generalizada de resistencias a los antibiéticos en muestras de 500.000
personas de 22 paises en los que se sospechaban infecciones bacterianas. Las
bacterias mas usualmente resistentes fueron Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de

Salmonella spp. En pacientes en los que se sospecho una infeccion sanguinea hubo
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una gran variacion entre paises en cuanto al porcentaje de resistencias, entre un 8%
y un 65% de las muestras de E. coli, presentaban resistencias al ciprofloxacino,
antibidtico que comunmente se utiliza contra infecciones provocadas por E. coli
(OMS, 2018).

Desde 2010, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se han unido bajo el concepto de Una sola Salud
creando una alianza tripartita. Es un enfoque global creado para afrontar el problema
de resistencias a nivel mundial, permite la colaboracion para la prevencion y el
control de los riesgos sanitarios en el interfaz hombre-animal-medio ambiente ya que

los ecosistemas estan altamente interconectados (OIE, 2010).
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6. CONCLUSION

Es alarmante el incremento de resistencias que hoy en dia existe a los
antimicrobianos, es debido a un mal uso que todos realizamos tanto de los
antibioticos como de los biocidas por lo que se debe concienciar a la sociedad sobre
el incorrecto uso abusivo de estos que se esta llevando a cabo. Este problema esti
amenazando a la seguridad y estabilidad global y el crecimiento econémico. Como
se ha demostrado en este trabajo no solo es problema de los hospitales sino que
también la industria alimentaria es un importante factor debido a la cantidad de
cepas resistentes que se han encontrado a lo largo de la cadena de la carne.
Estamos creando bacterias multiresistentes que estan poniendo en peligro la vida de
miles de personas en todo el mundo por lo que deberiamos promover la
investigacion de nuevos antibioticos para combatirlas y que éstas no nos ganen la

batalla.
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