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 [ES] Los antibióticos son sustancias que tienen la capacidad no solo para 

tratar las infecciones bacterianas en humanos, sino también en animales. Los  

biocidas son agentes microbianos químicos que contienen una o más 

sustancias activas, cuyo objetivo es destruir, neutralizar e impedir la acción de 

microorganismos y así ejercer un control sobre la propagación de 

enfermedades infecciosas.  

La resistencia a estos tratamientos surge con el mal uso de estos agentes y su 

excesivo uso. Los microorganismos desarrollan mecanismos de resistencia 

para asegurar su supervivencia. En esta memoria, se determinó la 

susceptibilidad a antibióticos y biocidas en cepas de Escherichia coli aisladas 

de superficies de un matadero. Los resultados obtenidos determinaron una 

mayor resistencia a los biocidas que a los antibióticos 
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[EN]Antibiotics are substances that have the capacity no only to treat the 

bacterial infections in humans, but also in animals. Biocides are chemical 

microbial agents that contain one or more active substances or organisms, 

whose aim is to destroy, neutralize and prevent the action of microorganisms 

and thus exert a control on the spread of infectious diseases. 

The resistance to these treatments arises with the misuse of these agents and 

their excessive use. The microorganisms develop mechanisms of resistance to 

ensure their survival. In this report, we determined the susceptibility to 

antibiotics and biocides in Escherichia coli strains isolated from surfaces of a 

slaughterhouse. The results obtained were determined a higher resistance to 

biocides than to antibiotics. 

1.1 Bacterias patógenas presentes en un matadero 

En la industria cárnica, se realizan varias actividades como son el sacrificio de 

los animales en los mataderos, el despiece y posterior trabajo en las cadenas 

de elaboración de estos productos. Al tratarse de la transformación de una o 

varias clases de ganado en pedazos más pequeños para el consumo, debe de 

haber un sistema de higiene en todas las etapas de la producción. Un control 

que se lleva a cabo a causa de la susceptibilidad de la carne a ser contaminada 

microbiológicamente por el aire, los trabajadores, el equipo, etc., debido al 

trabajo en atmósferas cálidas y húmedas o contaminadas. Para ello hay un 

control exhaustivo de los tiempos en los que se mantiene la carne en las 

cámaras para garantizar una temperatura óptima  de conservación. Durante 

todo el proceso se mantienen los canales a una temperatura en torno a los 

10ºC, para así controlar varios parámetros microbiológicos. Se emplea un 

sistema de anestesia por CO2, en condiciones de temperatura y presión 

indicadas como las mejores condiciones para el tratamiento de la carne 

(González Fernández et al., 2010). 

Los estudios anteriormente realizados, analizaron la patogenicidad de bacterias 

de la especie Escherichia coli en mataderos. En el matadero, se examinan 
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muestras rectales de los animales y muestras de trozos de carne, así como la 

superficie donde han ido pasando los trozos de carne de los animales 

sacrificados. En estos estudios se ensayó el contenido del plásmido de 

toxicidad y el tipo de fago (Atnafie et al., 2017). Durante el trabajo en un 

matadero hay que tener en cuenta la exposición a los agentes biológicos (AB), 

ya que se mantiene contacto tanto con el animal como después con la 

maquinaria utilizada y el producto animal.  

Los AB son seres vivos que si penetran en el organismo humano pueden 

provocar enfermedades infecciosas o parasitarias. Según sus características, 

se clasifican en cinco grupos principales: virus, bacterias, protozoos, hongos y 

helmintos o gusanos. 

Por motivos de higiene, en los mataderos se utiliza gran cantidad de agua para 

el procesamiento, generando así gran cantidad de aguas residuales, al 

aumentar el número de maquinaria y túneles para el procesamiento y la 

incorporación del lavado de piezas en cada etapa, hace que se encuentren 

bastantes tipos de bacterias fermentativas. En la planta de tratamiento de 

aguas residuales (EDAR) en el proceso de tratamiento de la carne, se detecta 

E. coli (STEC) y un porcentaje de E. coli patógena que puede tener repercusión

en cualquier zona de tratado cárnico (Diallo et al., 2013). 

Con el avance de las técnicas en biología molecular, ha aumentado la 

comprensión de la identidad de los microorganismos específicos que se 

encuentran implicados en el tratamiento de aguas residuales. Estos estudios se 

centraron en las poblaciones microbianas, la diversidad y la evolución de las 

especies bacterianas que intervienen en el tratamiento de las aguas residuales 

de los mataderos. 

Con un pretratamiento EDAR, para evaluar el impacto causante de las 

bacterias en los lugares donde se vierten estas aguas provenientes de los 

mataderos, se eliminan aproximadamente el 99% de la carga microbiana.  

De entre todas las especies de bacterias que se pueden encontrar en una 

planta de procesado cárnico, las más comunes entre las cuales caben 

destacar: Lactobacillus, Eubacterium, Clostridium, Escherichia coli, 
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Fusobacterium, Bacteroides, Leuconostoc y Klebsiella. De las bacterias 

Acetogénicas se incluyen Acetobacterium, Clostridium y Desulfovibrio.  

Estas aguas, al tener un alto contenido en grasa y proteínas procedente de los 

residuos del matadero, hacen que se trate de un buen sustrato para la 

digestión anaerobia por su gran producción de metano (Jabari et al., 2016). 

        1.1.1 Escherichia coli 

Escherichia coli, fue aislada y caracterizada por primera vez en 1885 por el 

microbiólogo Theodor Escherich. Estas eran unos bacilos cortos y delgados 

que se encontraron en las heces de bebé, y fue nombrada como Bacterium coli 

commune. Más tarde, este microorganismo fue descrito por otros 

investigadores y no fue reconocido el nombre de Escherichia coli hasta 1954. 

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa, oxidasa-negativa, con forma 

de coco-bacilo, capaz de crecer en condiciones aeróbicas y anaeróbicas y a 

una temperatura de 37ºC. Esta bacteria puede ser inmóvil o móvil, con flagelos 

peritricos. 

Escherichia coli es una bacteria que se puede aislar muy fácilmente a partir de 

muestras fecales e incubar en placas con medios selectivos como podría ser el 

MacConkey-agar. 

El ADN de E. coli se puede mover por mecanismos como la conjugación, 

trasformación y transducción, dando lugar a la transferencia de genes y de 

elementos genéticos como transposones, secuencias de inserción, 

bacteriófagos y plásmidos, que hacen que se proporcionen nuevos rasgos y 

ventajas de acondicionamiento de la bacteria en el huésped. Esto hace que 

aparezcan nuevas cepas con diferentes factores de virulencia, de ahí la 

multitud de cepas conocidas y por conocer (Croxen et al., 2013). 

La adquisición de nuevos genes a través de la transferencia horizontal de 

genes proporciona a la bacteria una gran variedad de rasgos nuevos, aunque 

la pérdida de genes también afecta, y puede favorecer a la bacteria en lo que 

se refiere a la capacidad de patogenicidad y de adaptación al huésped. 
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Estas bacterias al poseer la capacidad de ganancia y pérdida de genes, los 

cuales pueden ser resistentes a antibióticos. Una de estas resistencias se 

puede basar en la producción del plásmido que codifica para β-lactamasa. 

Hasta hoy en día se conocen unos 600 tipos diferentes de genes, agrupándose 

en cinco grupos y, a su vez, pueden estar extendidos por diferentes regiones 

geográficas. Estos cambios en los genes de la bacteria pueden afectar de 

forma considerable a la industria de la producción de alimentos, en este caso 

en la producción de alimentos cárnicos. 

Esta bacteria es conocida como un comensal inofensivo del tracto 

gastrointestinal, sobre todo en animales de sangre caliente. Sin embargo, hay 

muchas cepas de E. coli debido a la ganancia y pérdida de genes, lo cual le 

permite ser un patógeno muy diverso y potencialmente adaptado. La bacteria 

E. coli patógena puede causar una amplia gama de enfermedades humanas 

extendidas por el tracto gastrointestinal e incluso extraintestinal como puede 

ser el tracto urinario, el sistema nervioso central y el torrente sanguíneo 

(Croxen et al., 2013). 

Una de las enfermedades más características y de la que es contribuyente esta 

bacteria enterotoxigénica es la diarrea. Causante de mortalidad en el mundo, 

sobre todo y especialmente en niños menores de 5 años.  

Se pueden diferenciar 7 tipos de bacterias E. coli causantes de diarreas: 

- E. coli enteropatogénica (EPEC), 

- E. coli productora de toxina Shiga (STEC), 

- E. coli enterohemorrágica (EHEC),  

- Shigella / E. coli enteroinvasiva (EIEC) ,  

- E. coli enteroagregante (EAEC),  

- E. coli (DAEC) difusamente adherente y  

- E. coli enterotoxigénica (ETEC), siendo este el mas reciente. 

Como otras bacterias diarreogénicas, E. coli EPEC, se transmite de un 

huésped a otro a través de la vía fecal-oral a través de superficies 

contaminadas, fluidos de destete incluso, portadores humanos, como ocurre en 
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los mataderos, que la mayoría de las veces la contaminación de la carne por E. 

coli, puede ser por los restos que puedan portar los trabajadores. En general, 

EPEC es un organismo que pertenece a un grupo de bacterias patógenas 

capaz de causar lesiones en la superficie del epitelio intestinal del huésped.  

Aunque sea raro, hay brotes en los adultos que parece que hayan ocurrido 

debido a la ingestión de alimentos y agua contaminada. Sin embargo, no se ha 

detectado ningún reservorio ambiental específico que pueda ser uno de los 

probables focos de infección. 

1.2 Resistencia a antibióticos 

Los antimicrobianos son ampliamente utilizados no solo para tratar las 

infecciones bacterianas en humanos, sino también en animales y en la 

producción animal. Sin embargo, el uso abusivo de estos hace que haya una 

serie de microorganismos patógenos que se hacen resistentes extendiéndose 

por el agua y por el medio ambiente. La propagación de estos microorganismos 

y su desarrollo respecto a la resistencia es objeto de estudio a nivel mundial de 

gran importancia debido a los peligros para la salud pública. 

La contaminación de los productos cárnicos procesados en mataderos, la 

mayoría de las veces ocurre por contaminación fecal de los canales de 

procesado durante el sacrificio de los animales. Debido a la presencia de 

patógenos, es difícil identificar el número de especies de microorganismos que 

se pueden encontrar, así como encontrar el origen especifico de los canales, ya 

que puede ocurrir en cualquier punto del procesado (Wu et al., 2009). 

La propagación de bacterias resistentes a muchos antimicrobianos está 

descrita como un peligro humano, el uso de antimicrobianos humanos en el 

tratamiento de animales, hace que la resistencia antimicrobiana sea inevitable. 

En un procesamiento individual, se hizo un seguimiento del proceso del animal, 

una vez sacrificado y dividido en tres partes se tomaron muestras de esas 

zonas. En este caso, se desarrollaron modelos que mostraban las medidas de 

la línea de procesado repetidamente, evaluando de tal manera el impacto de la 

etapa, en la que se realizo el muestreo, la prevalencia de la resistencia a la 

tetraciclina (TET). Se observo un descenso en los recuentos totales de E. coli y 
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en los recuentos de los resistentes a la TET en los diferentes canales de 

procesado. Además, hay que tener en cuenta otro factor como es la 

contaminación cruzada entre los animales de las diferentes zonas de recogida 

de muestras (Wu et al., 2009). 

En general, consideramos que hay sobre todo dos factores que pueden inducir 

la resistencia a los antibióticos de uso frecuente, tales pueden ser el transporte, 

en este caso de animales, y la migración, dando lugar a la diseminación de 

genes.  

Habiendo un creciente interés en los estudios sobre la resistencia a los 

antibióticos de bacterias transmitidas a través de alimentos, estas bacterias 

podrían ser consideradas como grandes reservorios de dicha resistencia. 

En un estudio realizado en el Área de Microbiología, Facultad de Ciencias 

Experimentales de la Universidad de Jaén, se investigo la prevalencia de 

bacterias resistentes a los antibióticos y Biocidas durante la producción y el 

procesamiento de carne. En este estudio, se analizaron  los grupos psicrótrofos 

y mesófilos resistente de Pseudomonas sp., y también E. coli, Staphylococcus 

sp. y Lactobacillus sp. (Lavilla Lerma et al., 2013).  

En un estudio en el que se trató carne perteneciente a dos mataderos, uno de  

ganado adulto y otro de terneros, se analizó el agua de las EDAR, habiendo 

aislamientos de E. coli resistentes que estaban presentes en los efluentes 

donde fueron recogidas las muestras. En el caso de los aislamientos de 

ganado adulto, estas bacterias fueron resistentes a tetraciclina, ampicilina, 

sulfonamidas y Estreptomicina. Sin embargo, en los aislamientos de terneros, 

se detectaron unos porcentajes más altos de resistencia para tetraciclina, 

ampicilina, sulfonamidas, estreptomicina y trimetoprima. 

La proporción de cepas de E. coli resistentes a los antibióticos usados en los 

mataderos anteriormente nombrados, muestran los aislamientos obtenidos de 

varias cepas en los diferentes puntos de muestreo como son aguas residuales, 

efluentes tratados y lodos activados y espesados (Fig. 1) (Um et al., 2016). 
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Fig. 1. Distribución filogenética de E. coli aislados de bovinos adultos (A) y E. 

coli aislados de mataderos de ternera (B). En cada matadero, los aislamientos 

de E. coli se evaluaron por punto de muestreo. 

 

Conforme a la eficacia de los antibióticos usados en los dos mataderos hay una 

diferencia en porcentajes en cuanto a resistencia se refiere (Fig. 2) (Um et al., 

2016). 

 

 

Fig. 2. Porcentajes de E. coli resistente a los antibióticos aislados de bovinos 

adultos (barras blancas) y terneros (barras grises) de los mataderos. AMP, 

ampcilina; AMC, amoxicilina-ácido clavulánico; CEF, cefalotina; CXM, 

cefuroxima; CHL, cloranfenicol; CIP, ciprofloxacina; GEN, gentamicina; Kan, 
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kanamicina; NAL, ácido nalidíxico; SSS, sulfonamidas; STR, estreptomicina; 

TET, tetraciclina; TMP, trimetroprima. 

En un ensayo con Pseudomonas sp., se estudió el tipo de población, la especie 

y la zona de muestreo de esta bacteria en un matadero, con el fin de poder 

encontrar una posible zona de origen de contaminación y tratar de evitar la 

propagación de las bacterias a lo largo de la cadena de producción de carne. 

Comprobaron la susceptibilidad y la variación de su concentración mínima 

inhibitoria (MIC) y se observó que había resistencia a 16 antibióticos. En la 

siguiente tabla se muestran los 16 antibióticos aplicados a las 4 especies de 

Pseudomonas (P. putida, P. lundensis, P. fluorescens y P. alkylphenolia) 

(Lavilla Lerma et al., 2014). 



12 

 

 



13 

 

 

Tabla 1. Susceptibilidad y variedad de los distintos antibióticos para determinar 

la MIC. 

1.3     Resistencia a biocidas 

Los biocidas son agentes microbianos químicos que contienen una o más 

sustancias activas u organismos, cuyo objetivo es destruir, contrarrestar, 

neutralizar, impedir la acción o ejercer un control sobre la propagación de 

enfermedades infecciosas. 

Los biocidas están organizados en 23 tipos de productos que se utilizan para 

tal uso, y a su vez están divididos en cuatro grandes grupos:  

- Grupo 1: desinfectantes  y biocidas generales. 

- Grupo 2: conservantes. 

- Grupo 3: plaguicidas. 

- Grupo 4: otros biocidas. 
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Un excesivo y mal uso de los biocidas en diferentes zonas como pueden ser 

complejos hospitalarios, industrias alimentarias y casas, y siendo componentes 

de muchos productos usados habitualmente, puede dar lugar a casos de 

intolerancia y resistencia a estos agentes. 

A día de hoy, la resistencia a biocidas y a antibióticos se está considerando un 

problema de salud pública, aun mas extendido por los países desarrollados en 

los que el abuso de estos hace que baje la efectividad. 

La bajada de la efectividad de los biocidas proporciona un aumento de la 

diseminación de bacterias resistentes haciendo posible la distribución y 

propagación tanto a seres humanos como al medio ambiente provocando un 

gran impacto. 

La primera vez que los biocidas se empezaron a utilizar fue entre 1950 y 1960, 

y creció el uso en las diferentes industrias. Se desarrolló la resistencia 

bacteriana a los biocidas y antibióticos provocando la intranquilidad ya que 

también se daba lugar a la resistencia cruzada. Distintos biocidas participaron 

en la selección y persistencia de la resistencia bacteriana, como agentes 

catiónicos (clorhexidina, cloruro de benzalconio, diamidinas y acridinas). 

Los alimentos provenientes de la carne son los más suspicaces a la 

contaminación por microorganismos bacterianos. En el caso de los mataderos, 

se considera un ambiente ideal para el crecimiento y desarrollo bacteriano por 

razones de los varios procedimientos que se llevan a cabo para el procesado 

de la carne, y la serie de zonas (zona de sacrificio, corte y zona de eviscerado) 

y los canales por los que pasa la carne (tabla 2) (Lavilla Lerma et al., 2013). 
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Tabla 2. Distribución de aislamientos resistentes a biocidas o antibióticos según 

la zona del matadero. E: entrada; SR: sala de sacrificio; F1: nevera 1; CR: sala 

de despiece; F2: nevera 2; F3: nevera 3; FrT: túnel de congelación; F4: nevera 

4; WR: sala blanca y MP: productos cárnicos. 

 

Como se muestra en un estudio de Lavilla Lerma et al. (2013) sobre la 

resistencia a biocidas, la clorhexidina fue la que tuvo mayor frecuencia en 

bacterias resistentes en comparación con otros antimicrobianos. En la 

selección de E. coli, los biocidas a los que presento resistencia fueron 

benzalconio, PHMG, cetrimida y clorhexidina.  

Conforme los grupos bacterianos estudiados, podemos observar el porcentaje 

de resistencia ofrecido según el tipo de bacterias a los biocidas utilizados en el  

estudio (Fig. 3) (Lavilla Lerma et al., 2013). 

 

Fig. 3. Resistencia a biocidas y antibióticos según el grupo microbiano. 

 

1.4     Medidas para frenar la diseminación de la resistencia en la cadena 

alimentaria 

Entre las medidas que hay que seguir para disminuir la diseminación de la 

resistencia en un matadero cabe destacar lo siguiente: 
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- Usar los diferentes biocidas de forma rotacional en cada zona que se trate 

con desinfectantes frecuentemente. No usando siempre el mismo ya que las 

bacterias al tener la capacidad de desarrollar resistencia, puede llegar el 

momento en que produzca resistencia y el antibiótico no cumpla con su función 

(Lavilla Lerma et al., 2013). 

- Control de las zonas clave y en las que hay una mayor frecuencia de 

contaminación por traslado como pueden ser las zonas de lavado del animal, la 

zona de sacrificio y despiece. Pudiendo ser una buena estrategia para 

disminuir peligros de transmisión y problemas en la seguridad alimentaria. 

- Practicas de higiene y desinfección, incorporando duchas para eliminar la 

mayoría de microorganismos de la lana de los animales y los pies, y también 

desinfectar el ambiente de entrada de los animales (Lavilla Lerma et al., 2014). 

- Lavado de manos y desinfección de los trabajadores y los instrumentos 

utilizados en el procesamiento de la carne. 

 

1. Determinar la susceptibilidad de cepas de Escherichia coli a antibióticos 

usados en la clínica. 

2. Determinar la susceptibilidad de cepas de Escherichia coli a biocidas 

usados como desinfectantes en la industria alimentaria. 

3. Correlación entre la resistencia a antibióticos y biocidas. 

3.1 Bacterias  

La cepas de E. coli han sido aisladas de diferentes áreas de un matadero. Las 

cepas de E. coli utilizadas han sido once:  

- 1: M4V03.1 (Lavabo 1 matadero) 

- 2: M9VB.12 (Desagüe 1 matadero) 

- 3: M12.V.10 (Desagüe cámara fría 1) 

- 4: M14.V.04 (Mesa 1 sala despiece) 
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- 5: M28.V.07 (Suelo cámara 4) 

- 6: M30.V.04.1 (Fregadero sala blanca) 

- 7: M32.V.13.1 (Tabla de cortar sala blanca) 

- 8: M33.V.1 (Cortadora sala blanca) 

- 9: M33.V.01.2 (Cortadora sala blanca) 

- 10: M33.V.01.5 (Cortadora sala blanca) 

- 11:  M33.V.04.1 (Cortadora sala blanca) 

 

En la siguiente imagen de Lavilla Lerma et al. (2013), siendo modificado por 

puntos rojos, se observan las diferentes zonas del matadero y de donde se han 

recogido las muestras de cepas de E. coli. Como se puede observar, el punto 

rojo con el número 1 hace  referencia a que la cepa 1: M4V03.1, ha sido 

recogida en ese punto del mapa del matadero, en este caso, en el lavabo 1 del 

matadero. Y así se ha ido haciendo una por una, tal y como se indica en la Fig. 

1. En el caso de la sala blanca, ahí se han recogido más cepas que en los otros 

lugares del matadero y, en esta sala, obtuvimos las cepas numeradas del 6 al 

11. 

 

Fig. 1. Organigrama de la cadena de producción de carne en un matadero de 

corderos y cabras de Jaén. Muestra 1: lavabo 1; muestra 2: desagüe 1; 

muestra 3: desagüe cámara fría 1; muestra 4: mesa sala de despiece; muestra 

5: suelo cámara 4; muestras 6: fregadero sala blanca; muestra 7: tabla de 

cortar sala blanca; muestras 8, 9, 10 y 11: equipos sala blanca.  
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3.2  Medios de cultivo 

El inóculo se preparó cogiendo con el asa de siembra del tubo de semilla que 

contenía cada cepa e inoculándolas en un tubo que contenía 5 ml de caldo 

Mueller-Hinton. Esta suspensión bacteriana se incubó a 37°C durante 24 horas 

hasta que estaba visiblemente turbio. 

 El medio de cultivo caldo de Mueller-Hinton (MHB) se preparó a partir del 

medio comercial siguiendo las instrucciones del fabricante (Scharlau, España) y 

por lo tanto suspendiendo 38 g en 1 litro de agua destilada; calentar y agitar 

hasta ebullición y hervir durante 1 minuto. Distribuir y esterilizar a 118-121ºC 

durante 15 minutos.  

Su composición por litro es la siguiente: 

Peptona......................................................17.5 g 

Infusión de carne….......................................2.0 g  

Almidón.........................................................1.5 g 

 

3.3 Agentes antimicrobianos 

3.3.1 Antibióticos 

Los antibióticos usados fueron los siguientes: ampicilina, cloranfenicol, 

ciprofloxacino, tetraciclinas y eritromicina. Para la preparación de cada 

antibiótico se hizo lo siguiente: 

- Se pesa el antibiótico a razón de 10 mg. 

- Disolver en agua MQ estéril excepto tetraciclina que se hace en etanol (5 

ml de MQ + 5 ml de etanol absoluto= 10 ml).  

- La concentración final del antibióticos es de 1 mg/ml. 

Preparar las diluciones del medio MHB con el antibiótico correspondiente: 0.5 

µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 µg/ml, 8, 16, 32, 64, 128 y 256 µg/ml. En un volumen 

final de 5 ml. 
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Primero preparamos la concentración más alta y de esta vamos haciendo las 

diluciones ½. 

10 ml de 256 µg/ml  2.56 ml de antibiótico a 1 mg/ml y 7.44 ml de agua MQ. 

Se dispone en la placa de microtitulación de 96 pocillos (en forma de U) de la 

siguiente manera: 200 µl de medio + antibiótico (a cada concentración 

ensayada), previamente preparado, y 20 µl de inóculo de bacteria crecida 

durante 24 h a 37ºC. Se necesitan 5 placas para disponer en ellas las 11 cepas 

de E. coli para cada antibiótico. En Estas placas las cepas van a estar 

distribuidas en base a la concentración de antibiótico que utilizamos para 

conocer la concentración mínima inhibitoria (CMI). 

 Primero ponemos en los tres primeros pocillos para cada cepa 200 µl de medio 

MHB sin el antibiótico que servirá como control, en los siguientes tres pocillos 

ponemos de igual manera los 200 µl pero de la concentración superior y así 

hasta finalizar con todas las concentraciones de forma consecutiva (Fig. 2.). 

 

Fig.2. distribución de las cepas y la concentración de antibiótico que se va a 

disponer en cada pocillo, replicado por 3 veces. 

Una vez que hemos puesto en cada pocillo su correspondiente cantidad de 

antibiótico, echamos los 20 µl de inóculo de bacteria y resuspendemos varias 

veces con la pipeta.  
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Una vez que ya están todas las cepas inoculadas en cada pocillo, se pone la 

tapa de baja evaporación y se lleva a la estufa a 37ºC. Tras 24 horas de 

incubación, se analizan los datos de crecimiento tanto visualmente como 

mediante el uso del lector de placas: BIO-RAD iMarkTM.Microplate reader, para 

la medida de la densidad óptica del pocillo a una longitud de onda de 595 nm. 

La MIC se define como la concentración mínima del antibiótico que inhibe el 

crecimiento (ausencia de turbidez) y cuya densidad óptica es similar a la de los 

pocillos no inoculados (control negativo). Los controles negativos 

corresponderán a 3 pocillos solo con el medio de cultivo. 

 

3.3.2 Biocidas 

Los biocidas utilizados fueron los siguientes: clorhexidina y cloruro de 

benzalconio. 

De igual manera que los antibióticos, pero en este caso no se utiliza agua MQ 

estéril, sino etanol absoluto para la disolución de estos antimicrobianos.  

El modo de preparación de las diluciones de los biocidas es de la misma 

manera que de los antibióticos, solo que en este caso, la concentración que se 

añade de biocida es menor. A la preparación de la dilución de mayor 

concentración, le añadiremos 200 µl de biocida (1g/ml) + 9.8 ml de MHB.  

En el caso de los biocidas se van a necesitar más placas debido a que se 

utiliza un mayor número de diluciones de biocidas. Se preparan 5 ml de 

volumen final a las diferentes concentraciones: 0.05 µg/ml, 0.1, 0.2, 0.39, 0.78, 

1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 µg/ml.  
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Fig. 3. distribución de las cepas y la concentración de biocida que se va a 

disponer en cada pocillo, replicado por 3 veces. 

3.4 Determinación de la susceptibilidad a los diferentes 

antimicrobianos 

La susceptibilidad se determinó mediante la medida de la densidad óptica de 

los distintos pocillos de las placas. Después de cada incubación, se determinó 

la MIC a la que cada agente inhibía el crecimiento de la cepa. Todas las 

determinaciones de las MICs de cada antimicrobiano se llevaron a cabo por 

triplicado, y se dieron como válidos los resultados cuando dos de las tres 

réplicas estaban de acuerdo. 

 

Tras la incubacion a 37ºC de las diferentes placas de microtitulación con las 

cepas utilizadas, durante 24 horas en la estufa a 37ºC, se procedió a la lectura 

de los resultados de forma visual y también usando el lector de placas BIO-

RAD. A continuación se muestran los resultados obtenidos para ambos 

antimicrobianos y para cada cepa de E. coli. En cuanto a los antibióticos, para 

categorizar una cepa si es sensible o resistente a dicho antibiótico, se 

consideran los Break Point publicado por Clinical and Laboratory Standards 

Institute: CLSI Guidelines (2017). 
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4.1 Susceptibilidad a antibióticos 

4.1.1 Ampicilina 

En la siguiente tabla se muestra la concentración de ampicilina a partir 

de la cual la cepa se considera resistente (MIC breakpoint) que es del 

orden de 8 µg/ml para ampicilina en E. coli según CLSI (2017). Para ello 

se determina la MIC de dicho antibiótico a partir de la cual no se detecta 

ningún crecimiento en los pocillos y por lo tanto la ausencia de turbidez. 

Si la MIC es superior a  8 µg/ml la cepa se considera resistente, y si la 

MIC es inferior a 8 µg/ml la cepa se considera sensible. Para ello, 

comparamos los datos de densidad con el blanco y también observamos 

si hay presencia o ausencia de turbidez, y con ello determinamos la MIC. 

El blanco de estas placas se situa en las posiciones señaladas con un 

recuadro rojo. Las MIC estan señaladas con circulos azules. La 

concentracion máxima es de 256 µg/ml, se encuentra en todas las 

placas en las columnas 7, 8 y 9. 

 

 

 

E. coli  M4V03.1: las concentraciones máximas ensayadas de 256 µg/ml, se 

encuentran en la posición C7, C8 y C9. Si lo comparamos con el blanco (medio 

sin inocular con la bacteria), la densidad óptica es mucho mayor y se observa 

turbidez. Por lo tanto,  esta cepa ha crecido a todas las concentraciones 

ensayadas incluyendo 256 µg/ml que es mucho mayor que 8 µg/ml 

considerada como el punto de corte a partir del cual las cepas se consideran 

resistentes a la ampicilina de acuerdo con CLSI (2017). Por lo tanto E. coli 

M4V03.1 se considera resistente a ampicilina. 
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E. coli M9VB.12: en esta ocurre lo mismo que en la cepa 1 así que E. coli 

M9VB.12 (256 µg/ml) cepa 2 se considera resistente a ampicilina. 

E. coli M12.V.10: se observa turbidez a todas las concentraciones ensayadas, y 

las densidades ópticas son mucho mayores que las del blanco. Por lo tanto, 

esta cepa es resistente a ampicilina. 

E. coli M14.V.04: al comparar las densidades ópticas medidas de esta cepa 

con el blanco, se observan valores mayores, habiendo creciemiento en todos 

los pocillos con maxima concentracion. Esta cepa se considera reistente a 

ampicilina. 

E. coli M28.V.07: en esta cepa se ha podido determinar la MIC que es 128 

µg/ml a partir de la cual la cepa no podría crecer, pero en este caso E. coli 

M28.V.07 se considera resistente ya que la MIC de ampicilina en esta cepa es 

mayor que el punto de corte establecido por la CLSI (8 µg/ml ). 

 E. coli M30.V.04.1: se considera sensible, debido a que la MIC es de 4 µg/ml, y 

en el comité de europeo de pruebas de susceptibilidad indica que una cepa de 

E. coli es sensible a la ampicilina cuando la MIC es menor que 8 µg/ml. De 

forma visual, no se observaba turbidez a partir de esa concentración en la 

placa y el valor de densidad óptica es muy próximo al del blanco. 

E. coli M32.V.13.1: aunque en este caso la densidad óptica obtenida al medir la 

placa es un poco mayor que la del blanco, no se observaba turbidez y con ello 

crecimiento de la cepa en el medio con ampicilina. Al ser la MIC de 4 µg/ml, y 

por tanto, menor que 8 µg/ml, E. coli M32.V.13.1 se considera sensible. 

E. coli M33.V.1: la MIC es 4 µg/ml, por lo tanto, esta cepa es sensible a la 

ampicilina. 

E. coli M33.V.01.2: en este caso no se determinó la MIC ya que la cepa es 

resistente. Se observa turbidez y crecimiento en todos los pocillos. 

E. coli M33.V.01.5: al comparar las densidades ópticas medidas de esta cepa 

con el blanco, se observan valores mayores, habiendo crecimiento en todos los 

pocillos con maxima concentracion. Esta cepa se considera reistente puesto 
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que no se ha podido detrerminar la MIC y en este caso sería mayor que 8 

µg/ml. 

E. coli M33.V.04.1: los valores de la densidad óptica medida son mayores a las 

del blanco incluyendo las de la maxima concentracion. Por lo tanto, esta cepa 

se considera resistente. 

A continuación se muestran las medidas de la densidad óptica obtenidas en las 

diferentes placas en presencia de diferentes concentraciones de ampicilina. 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1. 

 

 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 2. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 

 

4.1.2 Ciprofloxacino 

A continuación, se muestra el punto de corte “MIC breakpoint” de ciprofloxacino 

para E. coli según CLSI (2017). 

 

Siguiendo la misma estrategia que para la ampicilina, las cepas E. coli 

M33.V.1, M33.V.01.2, M33.V.01.5, M33.V.04.1 (8, 9, 10 y 11) se consideran 

resistentes, mientras que las cepas de E. coli M4V03.1, M9VB.12, M12.V.10, 

M14.V.04, M28.V.07, M30.V.04.1 y M32.V.13.1 (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7) se 

consideran sensibles. 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 2. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 
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4.1.3. Tetraciclina 

A continuación, se muestra el punto de corte “MIC breakpoint” de tetraciclina 

para E. coli según CLSI (2017). En este caso, no hay ningún valor asignado por 

lo tanto nos basamos en los datos de la bibliografía, sensible si es menor que 4 

µg/ml y resistente si es mayor que 16 µg/ml (Reyes et al., 2004). 

 

 

Siguiendo la misma estrategia que para los otros antibióticos, las cepas E. coli 

M9VB.12, M30.V.04.1, M32.V.13.1, M33.V.01.5, M33.V.04.1 (2, 6, 7, 10 y 11) 

se consideran resistentes, mientras que las cepas de E. coli M4V03.1, 

M12.V.10, M14.V.04, M28.V.07, M33.V.1, M33.V.01.2  (1, 3, 4, 5, 8 y 9) se 

consideran sensibles. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1.  

 

 Medida de la densidad óptica en la placa 2. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

  

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 

  

 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 

 

 

4.1.4. Cloranfenicol 

Cloranfenicol no ha sido incluido en el comité europeo de pruebas de 

susceptibilidad a los antimicrobianos, en el caso de enterobacterias. Por ello, 

nos basamos en los datos de la bibliografía. Se considera sensible si es menor 

de 8 µg/ml y resistente si es mayor que 32 µg/ml (Reyes et al., 2004). 

Siguiendo la misma estrategia que para los otros antibióticos, las cepas E. coli 

M4V03.1 , M9VB.12 , M12.V.10 (1, 2 y 3) se consideran resistentes, mientras 

que las cepas de E. coli M14.V.04, M28.V.07, M30.V.04.1, M32.V.13.1, 

M33.V.1, M33.V.01.2, M33.V.01.5, M33.V.04.1 (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11) se 

consideran sensibles. 

 



29 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 2. 

  

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

  

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 

  

 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 
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4.1.5. Eritromicina  

La eritromicina no ha sido incluida en el comité europeo de pruebas de 

susceptibilidad a los Antimicrobianos en el caso de enterobacterias. Por ello, 

nos basamos en los datos de la bibliografía, sensible menor que 4 µg/ml (Faría 

et al., 1998). Por lo tanto, todas las cepas E. coli M4V03.1, M9VB.12, 

M12.V.10, M14.V.04, M28.V.07, M30.V.04.1, M32.V.13.1, M33.V.1, 

M33.V.01.2, M33.V.01.5 y M33.V.04.1 se consideran resistentes. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 2. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 

 

4.2. Susceptibilidad a biocidas 

4.2.1. Clorhexidina 

En las placas 1, 2, 3 y 4 al inocular las diferentes cepas en los medios de 

cultivo con el biocida clorhexidina. Observamos que hay crecimiento de las 

bacterias en las cuatro placas. En la medida de la densidad óptica, en el lector 

de placas, las densidades que se obtuvieron eran todas mucho mayores que 

las densidades de los pocillos blanco. No se pudo determinar la MIC de esta 

manera, lo que nos daba como resultado que las cepas de E. coli  M4V03.1, 

M9VB.12, M12.V.10, M14.V.04, M28.V.07, M30.V.04.1, M32.V.13.1 (1, 2, 3, 4, 

5, 6 y 7) se consideran resistentes.  

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 2 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 

 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 

 

M33.V.1:  esta cepa mostró sensibilidad a la clorhexidina dando una MIC de 

1.56 µg/ml, dicha concentración se considera baja por lo tanto la cepa E. coli 

M33.V.1 es sensible a la clorhexidina.  

M33.V.01.2: aunque en este caso, las densidades ópticas de las 

concentraciones a partir de la concentracion 6.25 µg/ml se acerca mucho al 

valor de la densidad del blanco, en las concentraciones de 100 y 200 µg/ml, las 

densidades aumentan y se veían todos los pocillos turbios. Así que, esta cepa 

resulta resistente a la clorhexidina. 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 6. 
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Las cepas M33.V.01.5 y M33.V.04.1 se muestran resistentes a la clorhexidina. 

Las densidades ópticas son mucho mayores que las de los pocillos blanco y, 

además, había presencia de turbidez en todos los pocillos. 

  

4.2.2. Cloruro de benzalconio 

Siguiendo la misma estrategia de los otros biocidas, las cepas de E. coli 

M4V03.1, M9VB.12, M12.V.10, M14.V.04, M28.V.07, M30.V.04.1, M32.V.13.1, 

M33.V.01.2, M33.V.01.5 y M33.V.04.1 son resistentes mientras que la cepa E. 

coli M33.V.1 es sensible a cloruro de benzalconio  

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 1. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 2. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 3. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 4. 
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 Medida de la densidad óptica en la Placa 5. 

 

 Medida de la densidad óptica en la Placa 6. 

 

4.3. Selección de cepas resistentes a antibióticos y biocidas 

De acuerdo con los resultados de susceptibilidad a antibióticos y biocidas, en la 

siguiente tabla se muestra el perfil de susceptibilidad de cada una de las cepas 

a los diferentes agentes antimicrobianos. 

Cepas Amp Tet CM Cip Ery CHX BZ 

E. coli 

M4V03.1  

R S R S R R R 

E. coli 

M9VB.12 

R R R S R R R 

E. coli 

M12.V.10 

R S R S R R R 

E. coli 

M14.V.04 

R S S S R R R 
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E. coli 

M28.V.07 

R S S S R R R 

E. coli 

M30.V.04.1 

S R S S R R R 

E. coli 

M32.V.13.1 

S R S S R R R 

E. coli 

M33.V.1 

S S S R R S S 

E. coli 

M33.V.01.2 

R S S R R S R 

E. coli 

M33.V.01.5 

R R S R R R R 

E. coli 

M33.V.04.1 

R R S R R R R 

Amp, ampicilina; BZ, benzalconio; CHX, clorhexidina; Cip, ciprofloxacino; 

CM, cloranfenicol; Ery, eritromicina; Tet, tetraciclina. 

R, resistente; S, sensible. 

 

Un matadero resulta ser un ambiente idóneo para el crecimiento y propagación 

de microorganismos zoonóticos. Esto tiene como consecuencia la propagación 

y diseminación de microorganismos resistentes que contaminan las diferentes 

superficies, maquinaria, aguas residuales y los productos cárnicos finales 

(Lavilla Lerma et al., 2014). 

Al ser bastante usados los antimicrobianos en la industria, en lo que se refiere 

a limpieza y desinfección, hace que la supervivencia de bacterias represente un 

potencial peligro para la seguridad en la industria alimentaria. Muchos son los 
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factores que pueden hacer que el efecto del antimicrobiano sea inferior al 

necesario, como puede ser materia que actué como protectora (Lavilla Lerma 

et al., 2013). Estos pueden favorecer la adaptación de la bacteria cuando se 

exponga a concentraciones menores de las que son consideradas sensibles. 

En la mayoría de los casos, la cepa E.coli M33.V.1 (cepa 8) recogida en la 

cortadora de la sala blanca del matadero ha sido sensible a casi todos los 

antibióticos y biocidas usados excepto a ciprofloxacino y eritromicina. Sin 

embargo, de acuerdo con Lavilla Lerma et al. (2014) en la sala de corte fue 

donde hubo una mayor diversidad de cepas resistentes. 

Shuyu Wu et al. (2009) afirmó en su discusión que se realizo el primer estudio 

que evaluó la resistencia y diversidad de poblaciones de E. coli en la cadena de 

producción de un matadero exclusivo de cerdos. Hay una reducción en cuanto 

a la resistencia con un tratado previo con calor de las partes externas de la 

carne, ya que disminuyó el numero total de E. coli resistentes a la tetraciclina. 

En el caso del aislamiento de cepas de E. coli  de efluentes de matadero (Um 

et al., 2016) para tener un control de las aguas residuales de este, el antibiótico 

mas utilizado fue la tetraciclina y se observó un nivel mas alto de resistencia en 

estas muestras. En nuestro estudio, 5 de las 11 cepas aisladas de las 

diferentes zonas del matadero eran resistentes. 

El abuso de antibióticos en la clínica y biocidas en la industria alimentaria ha 

provocado que se cree una resistencia a varios de ellos, lo que hace que no 

tengan el efecto deseado cuando sea un caso de alta necesidad. Por lo tanto, 

los productos cárnicos que salen del matadero analizado pueden representar 

un reservorio importante de resistencias a varios antimicrobianos al ser 

vehículo de cepas de E. coli multirresistentes. 
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