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1. RESUMEN

Los alimentos vegetales son considerados un importante vehiculo de transmision de
enfermedades, debido a su contaminacion por diversos microorganismos y a su
consumo en crudo. Por este motivo es de gran importancia la realizacion de controles
microbiologicos que garanticen la inocuidad del producto. Es comun el uso de
determinados productos antimicrobianos para lograr dicha inocuidad, pero su uso esta
muy restringido en la cadena alimentaria, sin olvidar que la resistencia de los
microorganismos a los distintos antimicrobianos ha aumentado en los uUltimos afios.
En este proyecto se han utilizado alimentos vegetales a partir de los cuales se han
aislado diversas cepas resistentes a antimicrobianos. Estas cepas han sido sometidas
a pruebas de resistencia a 10 antibidticos y a 7 biocidas. En base a los resultados
obtenidos, podemos decir que las cepas aisladas presentan una elevada resistencia

a antibiodticos, si bien la tolerancia frente a los biocidas no es tan marcada.

Palabras clave: vegetales, control microbiolégico, inocuidad, resistencia,

antimicrobianos.
ABSTRACT

Vegetables and fruits are an important vehicle in the transmission of food diseases due
the diversity of microorganisms that can grow on them and to their consumption as
uncooked foods. For this reason it is very important to carry out microbiological controls
to render products harmless. Various antimicrobial products such as biocides, are
commonly used to achieve such safety level. However, this use is very restricted in the
food chain, along with the increase in the resistance of microorganisms to different
antimicrobials in last years. In this project, antimicrobial resistant strains have been
isolated from vegetables and fruits. These strains have been tested for resistance to
10 antibiotics and 7 different biocides. Based on the results obtained, we can state that
the isolated strains are quite resistant to the antibiotics tested, while the tolerance to

biocides is not so high.

Keywords: vegetables, microbiological control, harmlessness, resistance,

antimicrobial agents.



2. INTRODUCCION.

2.1. Frutas y hortalizas.

Segun el Cédigo Alimentario Espafiol (CAE) el término fruta hace referencia al
fruto, la inflorescencia, la semilla o las partes carnosas de los 6rganos florales que
presenten un grado de madurez apropiado y que ademas, sean aptas para el consumo
humano. Son alimentos con un contenido alto de hidratos de carbono, generalmente
glucosa, sacarosa y fructosa, que les aporta el dulzor. A medida que la fruta va
madurando, la concentracién de azlcares también aumenta. Respecto al aporte
vitaminico, las frutas contienen vitaminas A, C, B1, B2 y acido félico y minerales como
hierro, calcio, potasio, zinc, sulfatos o magnesio entre otros. Su ingesta aporta

celulosa y pectinas principalmente.

Las hortalizas engloban cualquier planta herbacea horticola destinada a la
alimentacion, tanto en crudo como en cocinado. Este término incluye productos
derivados de raices, hojas, tubérculos, bulbos, flores, frutos y tallos de numerosas
plantas (Garcia de Fernando Minguillon et al., 2002). Dentro de sus caracteristicas
nutricionales es destacable su baja densidad cal6rica, su composicion, principalmente
hidratos de carbono, polisacaridos y en menor cantidad proteinas y grasas. Son
alimentos con un contenido en agua que oscila entre un 75-95%, ricos en fibra soluble
e insoluble. Proporcionan gran variedad de vitaminas, como vitaminas del grupo B,
Vitamina A, Vitamina C o acido félico, ademas de minerales como el calcio, potasio,
magnesio, hierro, yodo, cobre, cinc, etc. Durante el procesado de estos alimentos el
contenido de vitaminas varia, perdiéndose las vitaminas hidrosolubles en procesos de

coccion.

2.1.1. Patégenos asociados a frutas y hortalizas y su impacto en la salud.

La contaminacién de las frutas y hortalizas por bacterias patégenas para el
ser humano se produce por diversos factores. Debido a que estos productos son
ingeridos en crudo, sin un tratamiento previo, se consideran un vehiculo bastante
comun para un gran numero de bacterias, hongos y virus, que ocasionan
enfermedades transmitidas por los alimentos. La U.S. Food and Drug
Administration (FDA) considera que la seguridad de las frutas y verduras son una
prioridad y por ello ha puesto en marcha una serie de medidas para cerciorarse de

gue los consumidores reciben productos seguros. Los patdégenos estudiados por la



FDA, en productos importados y nacionales han sido bastante limitados. Se ha
detectado la presencia de Salmonella spp., Shigella spp., E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni y Yersinia enterocolitica. También se han
encontrado virus, como el Calicivirus, el virus de la hepatitis A o el norovirus y
parasitos, como Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium parvum y Giardia
lamblia.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos o ETA son el resultado de
la ingesta de alimentos o bebidas contaminados por microorganismos patdégenos
para el ser humano. Estas enfermedades generalmente aparecen con un cuadro
clinico que incluye diarreas y vémitos, aunque también puede presentar otros
sintomas como cefaleas, fiebre, vision doble, choque séptico, hepatitis, etc. En la
actualidad se conocen mas de 250 ETA, causadas en su mayoria por bacterias,
virus y parasitos. Este tipo de enfermedad supone un problema a nivel mundial, por
motivos econdmicos, sociales y sanitarios. La frecuencia con la que aparecen estas
enfermedades sirve como indicador higiénico-sanitario del estado de los alimentos
(Rosas y Acosta, 2001).

La bacteria que con mayor frecuencia causa ETA corresponde al género
Salmonella. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) junto con el
Centro Europeo de Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) emitié un
comunicado en el que ponian de manifiesto la frecuencia con la que se detectaban
brotes relacionados con este género. En Estados Unidos se detectaron 9.4 millones
de casos clinicos de ETA relacionados con el género Salmonella entre el afio 2000
y el 2008. En Cuba entre el 2004 y 2006 se dieron 472 brotes de salmonelosis.

2.1.2. Alteraciones en frutas y hortalizas.

Las alteraciones en estos alimentos pueden darse antes de la cosecha o en su
recoleccion. Algunas de las que aparecen antes de la cosecha son producidas por
hongos del género Botrytis que afecta a las flores de las fresas y produce
podredumbre gris, Colletotrichum ataca la epidermis de los platanos y provoca
antracnosis y Gloeosporium afecta a las manzanas provocando la podredumbre de

las lenticelas.

Sin embargo, la mayoria de las alteraciones aparecen en las etapas post-
cosecha. Por lo general los mohos atacan invadiendo al alimento por zonas dafiadas,

pero hay algunos que tienen lugares especificos de accion. Por ejemplo, Thielaviopsis



ataca alas pifias por el pedunculo produciendo la podredumbre negra o Colletotrichum
ataca a los platanos a través de la almohadilla produciendo la podredumbre de la
corona del platano.

Algunas de las alteraciones mas relevantes son:

» Podredumbre gris por mohos—> La causante es la bacteria Botrytis cinereay se
caracteriza por la aparicion de un micelio gris. En este caso el hongo es capaz

de invadir la piel de la fruta.

» Podredumbre acida> Los agentes causantes de esta alteracion son
Geotrichum candidum y otros microorganismos. En este caso los hongos no
son capaces de atravesar la piel intacta del alimento, solo puede aparecer si

esta dafado.

» Podredumbre blanda por Rhizopus—> Causada por Rhizopus stolonifer y se

manifiesta transformando al vegetal en una masa reblandecida y pulposa.

» Podredumbre por Phytophtora—> Este tipo de alteraciones se da a nivel
comercial y con causadas por el crecimiento de Phytophthora spp. Afectan a

diversos alimentos y de diferentes formas.

» Antracnosis—> Aparece como consecuencia de la accién de Colletotrichum
coccodes y otros microorganismos. Se manifiesta con la aparicion de un

moteado en las hojas de los frutos.

» Podredumbre azul por mohos-> Es un proceso post-cosecha que afecta
mayoritariamente a peras y manzanas. El agente causante de esta
podredumbre es Penicillium expansum. Para impedir el desarrollo de estos
procesos se han utilizado dos agentes de control biolégico, Candida sake y

Pantoea agglomerans.

2.2. Calidad y seguridad alimentaria.

Una alimentacién saludable esta basada en el equilibrio entre la ingesta de
alimentos y la proporcién de nutrientes que contienen dichos alimentos, pero sin dejar
a un lado la seguridad alimentaria (AECOSAN). Existe la Seguridad Alimentaria

cuando todas las personas tienen acceso fisico y econémico a un alimento que sea



seguro y nutritivo que pueda satisfacer las necesidades alimentarias basicas, ademas
de sus preferencias en cuanto a alimentacion se refiere, que le permitan llevar una
vida sana y activa. Esta es la definicion que dio la Organizacién de Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) en la Cumbre Mundial de la Alimentacién
(CMA) de 1996. En esta cumbre lo que se propuso fue la eliminacion mundial del
hambre y la malnutricion, garantizando la seguridad alimentaria para toda la poblacion
(FAO).

Para que exista dicha seguridad alimentaria se deben de cumplir cuatro
condiciones, como que haya una oferta y disponibilidad de alimentos adecuada, que
haya cierta estabilidad en la oferta sin grandes fluctuaciones ni escasez dependiendo
de la estacion del afio en la que se encuentre, que todo el mundo tenga acceso y
capacidad para adquirir los alimentos y por ultimo, que los alimentos sean de calidad
e inocuos (AECOSAN).

La realizacion de analisis microbioldgicos tiene multiples utilidades en la gestion
de la seguridad y la calidad de los alimentos. Estas analiticas microbiol6gicas también
son utilizadas por las empresas para disefiar productos y para verificar si los
resultados de los protocolos de control de un proceso son los adecuados para lograr
la seguridad alimentaria y controlar los posibles errores de los programas de Analisis
de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC) o en los de Buenas Practicas

Higiénicas (BPH) o Buenas Practicas de Fabricacion (BPF).

Los criterios microbiologicos se pueden y se deben de aplicar en cualquier
momento de la cadena alimentaria y es por eso que es importante la implantacion de
unos limites microbiolégicos. También hay otros sistemas para controlar la calidad
sanitaria de un producto en sus diferentes etapas de la cadena de produccion, como
es la aplicacién de los programas de prerrequisitos o los programas APPCC (Garcia

de Fernando Minguillon et al., 2002).

Antes de realizar un andlisis microbiolégico es importante garantizar que esa
prueba es apropiada y conveniente. Los resultados que se obtienen aportan
informacion que puede servir para conocer la trazabilidad del alimento. Ademas, las
pruebas microbiolégicas pueden dar informacion sobre el grado de contaminacion, las

posibles alteraciones e incluso si la vida util del producto es corta (Garcia de Fernando



Minguillon et al., 2002).Estos andlisis también pueden indicar si el alimento se ha

procesado en las condiciones adecuadas.

Los microorganismos que por lo general no entraflan peligro, pero pueden
indicar la presencia de un patégeno, son empleados como indicadores indirectos de
un peligro sanitario. Un ejemplo son las enterobacterias y los coliformes que se
pueden utilizar como indicadores para detectar la posible presencia de Salmonella.
(Garcia de Fernando Minguillon et al., 2002).

2.2.1. Inocuidad de los alimentos.
Un alimento inocuo es aquel en el que el riesgo de dafar la salud de los
consumidores es nulo o bien muy bajo. Los riesgos pueden ser de naturaleza fisica,
guimica o microbiolégica. La inocuidad es crucial para garantizar alimentos seguros

en cada etapa de la cadena alimentaria (FAO).

Actualmente se estima que enferman 600 millones de personas a consecuencia
del consumo de alimentos contaminados por bacterias, virus, toxinas o productos
guimicos y de estas personas enfermas mueren 420. 000. Para evidenciar el impacto
de la inocuidad de los alimentos en la salud y la idea de la erradicacion del hambre, el
7 de junio de 2019 ha celebrado por primera vez el Dia Mundial de la Inocuidad de los

Alimentos.

Existen diversas formas de asegurar la inocuidad alimentaria, pero siempre es
fundamental el papel de los gobiernos que pueden fomentar la participacion de
sectores como la sanidad animal, la agricultura o la sanidad publica. Otra forma de
mejora seria la produccion de alimentos de forma inocua adoptando buenas practicas,
mantener los alimentos inocuos aplicando los sistemas de analisis de peligros y
puntos criticos de control (HACCP) o verificar que los alimentos sean inocuos con

controles de producto acabado (FAO).

2.3. Contaminacién en frutas y verduras.

La microbiota presente en las frutas y verduras tiene diversos origenes y refleja
cémo influye el entorno, las semillas, las enmiendas del suelo y la procedencia del
agua de riego. Por este motivo existen numerosos hongos, levaduras, bacterias y virus
de interés. Por lo general, las bacterias patdgenas no se asocian con la fruta, no
obstante se pueden encontrar patégenos y esto se debe a la contaminacion en algun

punto de la cadena de suministro.



Las fuentes de contaminacién van a variar en funcion de la etapa de produccion
en la que se encuentre el producto. Cuando se habla de la etapa de antes de la
recoleccion, las dos fuentes de patdgenos mas importantes son el agua utilizada para
la irrigacion y para la aplicacion de insecticidas y fungicidas y el estiércol usado como
fertilizante. La irrigacion y la calidad microbiolégica del agua de riego utilizada podrian
tener gran relevancia sobre la salud del consumidor. Es por esto que la FDA ha emitido
un comunicado en el que sugiere que la calidad del agua que va a estar en contacto
directo con la parte comestible del alimento deberia de ser de mejor calidad
microbioldgica que la que se usa cuando el contacto con el producto es minimo. Otras
fuentes que también son bastante significativas son las aves migratorias y los
animales salvajes (Kruse et al., 2004). La contaminacion con virus es ocasionada

probablemente por los trabajadores y no por el agua.

Actualmente existe controversia con respecto a si hay o no hay diferencias en
la calidad microbiologica de los productos que son cultivados de forma ecolégica o
convencional. No hay muchas referencias sobre este tema pero se ha sugerido que
probablemente las frutas y verduras tengan una carga microbiana mas elevada debido

al uso de estiércol como fertilizante (Mukherjee et al., 2004).

En la etapa de recoleccion la contaminacion con patdégenos suele estar

asociada a los equipos de recoleccion o a los trabajadores.

En la siguiente etapa, el procesado, la mayor parte de las frutas y verduras son
lavadas por lo menos una vez y en etapas posteriores varias veces antes de llegar al
consumidor. El agua que se emplea es tratada, adicionandole un desinfectante con la
intencién de controlar la carga microbiana del producto. El hecho de que la carga

microbiana sea baja minimiza el deterioro del producto (Matthews et al., 2006).

Ademas de las fuentes citadas anteriormente, hay otras, como por ejemplo las
aguas procedentes de escorrentia, el viento, los equipos y utensilios utilizados en la

produccion y en la recoleccién (Garcia de Fernando Minguillon et al., 2002).

Una vez que el patdgeno ha sido introducido en el entorno agricola, puede
persistir durante un largo periodo de tiempo. Los patégenos relacionados con la
contaminacién y con las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) mas
frecuentes son las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Garcia

de Fernando Minguillon et al., 2002).



Para evitar o reducir la contaminacion durante la produccién de la materia

prima es primordial la aplicacion de las Buenas Practicas Agricolas (BPA).

2.4. Antibioticos.

Los antibiéticos son medicamentos que se utilizan para el tratamiento de las
infecciones de origen bacteriano. El uso de estos medicamentos puede provocar una
mutacion en las bacterias a las que ataca, o bien desarrollar algun otro mecanismo
gue provoque el desarrollo de resistencia frente a dicho antibiético. Cuando la bacteria
se ha hecho resistente es mucho mas dificil tratar la infeccion que cuando no se ha
producido este proceso (OMS). Actualmente hay muchas enfermedades infecciosas
gue podian tratarse afios atras, pero debido a las resistencias que se han ido creando,
determinadas enfermedades son mas dificiles de tratar y esto es un problema serio y

gue se debe de abordar.

En el afio 2014 se publicé el informe Antimicrobial resistance: global report on
surveillance, en el que se resaltaba que la resistencia a los antimicrobianos estaba
presente en todos los paises y que podia afectar a cualquier persona. En el afio 2015
la OMS publico un analisis en el que ponia de manifiesto que a pesar del trabajo que
se estaba realizando, era un problema del que aun existian importantes lagunas en

las medidas que habria que adoptar.

La resistencia a los antimicrobianos se da cuando los microorganismos son
alterados de tal forma que los medicamentos que se utilizaban para curar las
infecciones que producian dejan de ser eficaces. El término ultrarresistente se
aplica a aquellos microorganismos resistentes a la mayoria de los antimicrobianos
y se describi6 hace ya casi una década en bacterias como Streptococcus
pneumoniae, Shigella spp., y Salmonella typhi (Hellinger, 2000). El uso que se ha
dado a los antibi6ticos durante las ultimas décadas es muy amplio, se han utilizado
para terapia, profilaxis, crecimiento animal y para algunas actividades agricolas. El
uso inadecuado de estos farmacos provoca que los microorganismos se vuelvan
resistentes y que se puedan propagar a través del agua o la cadena alimentaria
(Wegener, 2003). Hoy en dia la transmision y la prevalencia de bacterias
resistentes a los antibidticos (BRA) se han convertido en un peligro para la

seguridad alimentaria (Lavilla et al., 2014).
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Las bacterias transmitidas por los alimentos despiertan gran interés y son
consideradas reservas potenciales de genes de resistencia, debido a la
complejidad de su transmision. Son los estudios moleculares los que estan
evidenciando la transferencia de genes de resistencia entre las bacterias de origen
animal y humano (Marshall y Levy, 2011). Smith DeWaal y Vaughn Grooters ya
destacaron el aumento en el consumo de determinados antibiéticos, como los -
lactdmicos, tetraciclinas o sulfonamidas en los ultimos afios. Los B-lactamicos son
una preocupacion importante, ya que éstos se usan para el tratamiento de
infecciones enterocécicas Se usan con fines terapéuticos, cuando ya se ha
producido la infeccién pero también como profilacticos en animales productores de
alimentos (Smith y Vaughn, 2013).

Se trata de un problema muy preocupante ya que el hecho de no poder tratar
una infeccion puede desembocar en la muerte del paciente o la transmision de la
enfermedad a mas personas. Hay paises que han optado por promover medidas para
un uso adecuado de los antibiéticos, por ejemplo en Cuba desde el afio 1998,
mediante el Programa Nacional de Medicamentos, se ha controlado de forma
minuciosa la prescripcion y el uso de estos farmacos. Otras medidas adoptadas han
sido la restriccion de la prescripcion a los especialistas y limitar los farmacos que se
pueden recetar (Freijoso et al., 1997). A nivel europeo, La Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) junto con el Centro Europeo de Prevencion y Control
de Enfermedades (ECDC) vienen publicando desde el afio 2011 informes acerca de
la resistencia a antimicrobianos en bacterias zoonoéticas que afectan a animales y
humanos, a través de la cadena alimentaria. Estos informes anuales suponen una
importante contribucion al trabajo desarrollado en Europa y apoya a la Comision
europea en el desarrollo de proposiciones para combatir la resistencia a

antimicrobianos.

2.4.1. Grupos de antibioticos.
Los principales grupos de antibioticos son los siguientes (Azanza et al., 2000;
Honorato et al., 2000):
Aminoglucésidos—> Tienen actividad bactericida frente a bacilos Gram-
negativos aerobios, como Enterobacteriaceae y bacilos no fermentadores como

Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. Dentro de este grupo se incluyen
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la estreptomicina, neomicina, amikacina, kanamicina, tobramicina, gentamicina y
espectinomicina.

Betalactamicos>Por lo general su espectro de accion recae sobre
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, ademas de en espiroquetas pero no
son activos frente a micoplasmas ni sobre bacterias intracelulares de tipo clamidias
o rickettsias. EI mecanismo de resistencia mas importante es la produccién de
betalactamasa. Esta capacidad la tienen S. aureus, enterobacterias
como Salmonella spp., Escherichia coli, Shigella y Bacteroides spp., Dentro de este
grupo encontramos:

» Penicilinas: actian sobre todo frente a cocos Gram-negativos y bacilos
Gram-positivos, tanto facultativos como anaerobios. Las penicilinas pueden
ser bencilpenicilinas, carboxipenicilinas, isoxazolilpenicilinas,
aminopenicilinas o ureidopenicilinas.

» Cefalosporinas: Son bactericidas frente a la mayoria de las bacterias Gram-
positicas y Gram-negativas, pero tienen ciertas limitaciones, como la
inactividad frente a enterococos, contra estafilococos resistentes a la
meticilina o contra bacilos anaerobios Gram-negativos. Las cefalosporinas
se clasifican en generaciones.

e Cefalosporinas de 12 generacion: tienen muy buena accion
bactericida frente a cocos Gram positivos. Son por ejemplo

cefadroxilo, cefalexina, cefradina, etc.

Cefalosporinas de 22 generacion: son activas frente a cocos Gram-
positivos, aunque menos que las de 12 generacion y bacilos Gram-
negativos. Pertenecen a este grupo cefaclor, cefuroxima, cefonicida,
cefoxitina, etc.
Cefalosporinas de 32 generacion: Activa frente a Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae y algunas enterobacterias no
productoras de betalactamasa de espectro extendido, como E. coli, K.
pneumoniae, etc.
Cefalosporinas de 42 generacion: activas frente a cocos Gram-positivos
y bacilos Gram-negativos, como P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli o
del género Enterobacter. A su vez pueden ser:

- Monobactamas: aztreonam.

- Carbapenemes: imipenem, meropenem, etc.
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- Inhibidores de las beta-lactamasas: amoxicilina y &cido

clavulanico, ampicilina y sulbactam, piperacilina y tazobactam.

Anfenicoles—> En este grupo destaca el cloranfenicol. Son activos frente a

muchas bacterias Gram-positivas, como Estreptococos y Staphilococos y también

frente a Gram-negativas, como Pasteurella, Echerichia, Neisseria, Brucella,

Salmonella, Shigella y Haemophillu. Otras bacterias que son sensibles al

cloranfenicol son las anaerobias como Clostridium, Bacteroides, Fusobacterium.

Glicopéptidos>  Destacan la vancomicina y la teicoplanina.

Fundamentalmente son activos frente a bacterias Gram-positivas.

Lincosamidas—> Pertenecen a este grupo la clindamicina y lincomicina.

Activos frente a bacterias Gram-positivas, especialmente S.pneumoniae y S. aureus.

Macrolidos—> Se encuentran en este grupo la eritromicina, espiramicina,
azitromicina, telitromicina, etc. Actian frente a cocos Gram-positivos, cocos Gram-

negativos, bacilos Gram-positivos y bacilos Gram-negativos.

Quinolonas—> Son el chiprofloxacino, ofloxacino, norfloxacino, levofloxacino,

etc. También se agrupan en generaciones:

» Quinolonas de 12 generacion: Activas frente a bacterias Gram-negativas (E.
coli, Proetus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Salmonella,
Shigella) menos pseudomonas.

» Quinolonas de 22 generacion: Similares a la anterior y ademas actua frente a
bacterias multirresistentes a cefalosporinas, penicilinas y aminoglucésidos.

» Quinolonas de 32 generacion: Similar a las anteriores pero también tienen
actividad contra bacterias Gram-negativas.

» Quinolonas de 42 generacion: igual que el anterior pero también incluye las

bacterias anaerobias.

Sulfamidas—=> Se encuentra la trimetoprima y el cotrimoxazol. Tiene un
espectro de accion muy limitado debido a las resistencias que se han ido originando,
no obstante son activas frente a un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, pero

inactiva frente a Enterococcus.

13



Tetraciclinas-> Se incluyen la tigeciclina, tetraciclina, minociclina, etc. Las
tetraciclinas tienen actividad frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas

fundamentalmente.

Miscelaneos—> Aparecen en este grupo la polimixina, bacitracina, tirotricina,
mupirocina, etc, Principalmente tienen actividad bactericida contra la mayoria de

estafilococos y estreptococos.

2.4.2. Mecanismos de resistencia.

La resistencia a los antibiéticos se adquiere por varios mecanismos que las
bacterias han ido desarrollando (Imagen 1), especialmente por el contacto
prolongado con estos farmacos y, en ocasiones, en concentraciones subletales
(Elliot, 1999):

e Modificacién enzimatica del antibiotico—> las bacterias producen enzimas
con la capacidad de cambiar la estructura del antibiotico provocando la
pérdida de su funcionalidad. Las 3-lactamasas las mas relevantes, pueden
hidrolizar el anillo R-lactamico (Harwell y Brown, 2000). Las enzimas que
modifican los aminoglucésidos también alteran estos antibidticos con
reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion (Livermore, 1991).

e Bombas de expulsiéon activa-> Mecanismo muy empleado por las
bacterias Gram negativas (Vila et al., 2007). Se encuentran localizadas en
la membrana externa de la célula. Con este mecanismo se expulsan
diversas moléculas, como metabolitos, detergentes, antibioticos, etc. El
objetivo es controlar las concentraciones de sustancias toxicas en el interior
celular manteniéndolas al minimo. Estas bombas pueden ser especificas o
inespecificas para un farmaco. El aumento en la expresion de una bomba
inespecifica puede producir resistencia cruzada entre distintos farmacos
(Depardieu et al., 2007). En resumen, estas bombas recogen el antibiético
del espacio peripladsmico y lo expulsan evitando que llegue a su lugar de
accion.

e Cambios en la permeabilidad de la membrana externa-> las bacterias
son capaces de alterar la estructura de la bicapa lipidica de la membrana,
aunque son las porinas las que fundamentalmente alteran la permeabilidad.

Las porinas son canales que se forman en la membrana externa de las
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bacterias Gram negativa y entre sus funciones esta la de ralentizar el paso
de los antibidticos al interior celular.

e Alteraciones del sitio de accion—> las bacterias tienen la capacidad de
modificar el lugar ene | que el antibidtico se une a su sitio diana, lo que evita
el antimicrobiano realice su funcién. Es un mecanismo muy utilizado por las
bacterias Gram-positivas, que originan cambios estructurales en los sitios de
accion de los antibiéticos B-lactdmicos a nivel de las proteinas unidoras de
penicilinas (Cavaco et al., 2008).

Imagen 1:Principales mecanismos de resistencia a los antibioticos. 1. Enzimas

modificadoras. 2. Bombas de expulsion. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas de
Union a Penicilina (PUP).
2.4.3. Efectos sobre la salud.

Las enterobacterias son las principales bacterias que provocan infecciones
nosocomiales, siendo las especies E. coliy K. pneumoniae las mas relevantes. (Gu
et al., 2016 ; Yao et al., 2016). Escherichia coli es la causante de infecciones como
bacteriemia, infecciones urinarias, sepsis, gastroenteritis 0 meningitis neonatal
entre otras, mientras que K. pneumoniae causa neumonias, infecciones urinarias e
incluso infecciones de heridas en tejidos blandos (Al-Agha, 2017). La
multirresistencia adquirida es algo novedoso que genera un problema global para

la salud. Este tipo de resistencia se ha definido como la no susceptibilidad adquirida
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a por lo menos un agente en tres 0 mas antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012 ;
Cannatelli et al., 2016 ; Moosavian y Emam, 2019).

Hasta ahora, los carbapenémicos, un tipo de antibiotico perteneciente al
grupo de los B-lactdmicos, han sido empleados para el tratamiento de
enfermedades infecciosas, pero el problema de las resistencias ha hecho que sean
menos efectivos y que se tenga que recurrir a otros farmacos. El farmaco que ha
sustituido éstos en caso de resistencia a las enterobacterias es la colistina, a la cual
estan empezando a aparecer casos de resistencias de hasta un 15% (Di Pilato et
al., 2016 ; Moosavian y Emam, 2019). Por tanto, la colistina, es el ultimo recurso
contra patdgenos resistentes a multiples farmacos, ya empieza a perder eficacia
también. La preocupacion que hay se debe a la aparicion de un mecanismo que
estd mediado por unos plasmidos denominados mcr que se ha descrito en
enterobacterias de origen clinico y alimentario (Poirel et al., 2017). Es vital
comprender los mecanismos que participan en este proceso para frenar la
diseminacion de estos plasmidos de resistencia a antibioticos a otras bacterias

(Dominguez et al., 2019).

2.5. Biocidas.

Los biocidas son sustancias o preparados que por lo general estan constituidos
por sustancias activas. El objetivo de estas sustancias es destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier

organismo que sea nocivo, mediante acciones bioldgicas o quimicas.

2.5.1. Clasificacion de los biocidas
En un principio los biocidas se encontraban divididos en 23 tipos en funcion del
uUSO que tuviesen y a su vez estaban clasificados en 4 grandes grupos (GRUPO 1.:
Desinfectantes. GRUPO 2: Conservantes. GRUPO 3: Plaguicidas. GRUPO 4: Otros
biocidas.). Esta clasificacién sufri6 algunas modificaciones cuando se revisé el
Reglamento (UE) n°® 528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo, relativo al uso

y comercializacion de los biocidas, pasando a ser 22 tipos de biocidas en lugar de 23.

La regulacién de los biocidas se realiza a nivel Europeo por el Reglamento (UE)
n° 528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de mayo de 2012, relativo

a la comercializacion y el uso de los biocidas, mediante el cual se regula el proceso
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de evaluacion para el registro, la autorizacion y la comercializaciéon de dichos

productos (Ministerio para la Transicion Ecolégica).

El uso de los biocidas en el sector alimentario se encuentra muy restringido

debido a la necesidad de proteger la salud de los consumidores

En la tabla 1, que aparece a continuacion, estan recogidos lo 22 biocidas
clasificados en sus respectivos grupos.

Grupo 1: Desinfectantes

Estos tipos de biocidas excluyen los biocidas de limpieza que no persiguen un efecto biocida, incluidos
los detergentes liquidos y en polvo y productos similares.

NUumero Tipo de producto
Higiene humana

Desinfectantes y plaguicidas no destinados a la aplicacion
directa a personas o animales

Higiene veterinaria

Alimentos y piensos
Agua potable

Grupo 2: Conservantes
Salvo que se indique lo contrario, este tipo de productos solo abarca los destinados a prevenir el
crecimiento de microbios y algas.

Tipo de producto
Conservantes para los productos durante su almacenamiento
Conservantes para peliculas
Protectores para maderas.
Protectores de fibras, cuero, caucho y materiales
polimerizados.
Protectores para liquidos utilizados en sistemas de
refrigeracion y en procesos industriales
Productos antimoho
Protectores de liquidos empleados para trabajar o cortar
materiales.
Protectores de liquidos empleados para trabajar o cortar
maderas
Grupo 3: Plaguicidas

Numero Tipo de producto

TP 14 Rodenticias

TP 15 Avicidas

TP 16 Molusquicidas, vermicidas y productos para controlar otros
invertebrados

TP 17 Piscicidas

TP 18 Insecticidas, acaricidas y productos para controlar otros

artropodos
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Repelentes y atrayentes
Control de otros animales vertebrados
Grupo 4: Otros biocidas.
Numero Tipo de producto
TP 21 Productos antiincrustantes

TP 22 Liquidos para embalsamamiento y taxidermia

Tabla 1: Clasificacion de los biocidas.

2.5.2. Mecanismo de accion de los biocidas:

La accion fundamental de los biocidas oxidantes es la oxidacion de cualquier
tipo de materia organica. Este mecanismo se basa en la accion del biocida sobre la
membrana de los microorganismos, ya que, oxida las proteinas alterando de esta
forma la permeabilidad de la membrana y originando entrecruzamientos que
disminuyen la elasticidad de dicha membrana, haciéndola rigida y alterando asi la
presion intracelular, provocando la muerte del microorganismo..Ademas son
sustancias que se consumen de forma rapida en aquellos sistemas que estan muy
contaminados. Por otra parte, los biocidas no oxidantes tienen efectos mas dafinos,
pudiendo penetrar en la célula y produciendo alteraciones en el ADN, ARN o incluso
en los sistemas de defensa celulares (Tabla 2). Estos biocidas son los mas
recomendados en la industria alimentaria. Para tener un intervalo de inhibicion mas
amplio lo que se hace es utilizar biocidas como mezclas de dos o tres compuestos

activos que sean compatibles (Russell, 2003).
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Sitio  blanco

Antiséptico o desinfectante

Mecamsme de  accion

Envoltura celular (pared
celular, membrana exierna)

Glutaraldehido
EDTA, otros permeabilizantes

Union cruzada a proteinas
Bacteria gramnegativa: remocién de Mg+
liberacion de algunos LPS

Membrana interna
citoplasmatica

CAC

Clorhexidina

Diaminas

PHMB (mezcla heterodispersa de

bioguanidas de polihexametileno) ,

alexidina

Fenoles

Dafio generalizado de la membrana que
comprometen fosfolipidos de las dos membra-
nas.

Las bajas concentraciones afectan la integri-
dad de la membrana, las altas concentracio-
nes causan congelamiento del citoplasma.
Induccion a la pérdida de aminoacidos.

Fase de separacion y formacion de dominios

de lipidos de membrana

Pérdida, desacople.

Unién cruzada a
macromoléculas

Formaldehido
Glutaraldehido

Union cruzada de proteinas, ARN y ADN.
Union cruzada de proteinas de la envoltura
celular y en otros sitios celulares.

Intercalacion con el ADN

Acridinas

Intercalacién de una molécula de acridina entre
dos capas de pares de bases en el ADN

Interaccién con grupes tiol

Compuestos con plata

Enzimas que se unen a membrana interaccién
con grupos tiol

Efectos en el ADN

Halogenos
Peroxido de hidrogeno, iones de
plata

Inhibicion de la sintesis del ADN
Ruptura de la hebra de ADN

Agentes oxidantes

Halogenos

Peroxigenos

Oxidacion de los grupos tioles a disulfitos,
sulféxidos o disulfoxidos

Perdxido de hidrégeno: Actividad debida a la
formacion de radicales libres OH-, que oxida a
los grupos tioles en enzimas vy proteinas; acido
paracético: Inhibicion de los grupos tioles en
proteinas y enzimas.

Tabla 2: Resumen de mecanismos de accion antibacteriana de antisépticos y

desinfectantes.

2.5.3. Resistencia a biocidas.

Los biocidas se han empleado durante muchos afios por lo que actualmente se
dispone de una amplia gama de compuestos que muestran diferentes niveles de
actividad antimicrobiana. Uno de los problemas que mas preocupa hoy dia es
comprender los mecanismos de accion de estos productos ya que podria estar
relacionada con la tolerancia y la resistencia bacteriana. Si la tolerancia a los biocidas
se hace mas frecuente y por otra parte estd vinculada con la resistencia a los
antibidticos, entonces no solo las bacterias resistentes se podrian transmitir a lo largo
de la cadena alimentaria, sino que también habria reservorios de determinantes de
resistencias que provocarian la aparicion de nuevos microorganismos resistentes
(Ortega et al., 2013).

La tolerancia de las bacterias a los medicamentos se incrementa mas rapido

que el ritmo en el que se generan nuevos antimicrobianos, lo cual es preocupante en
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el &mbito de la clinica humana. Algunos ejemplos de resistencias nuevas son
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), Enterococcus resistentes a
la vancomicina (VRE), Mycobacterium tuberculosis (MDRTB) y bacterias Gram
negativas resistentes a multiples farmacos. La tolerancia de un microorganismo frente
a un biocida se puede definir como la supervivencia de una cepa bacteriana a una
concentracion de biocida que inhibe al resto de la poblacién bacteriana (Maillard,
2007; Chapman, 2003). La tolerancia por lo tanto se podria definir como la
supervivencia bacteriana frente a un biocida usando las concentraciones
recomendadas por el fabricante. El término no susceptible es empleado para definir la

resistencia a un biocida de un microorganismo (Maillard, 2007).

El exceso de produccion de las bombas de flujo de salida es uno de los
mecanismos de tolerancia a los biocidas mas comun y esta relacionado con
resistencia cruzadas a biocidas y antibidticos, como [B-lactamicos, cloranfenicol,
fluoroquinolonas, tetraciclinas y macroélidos (Bialek-Davenet et al., 2011; Alvarez-
Ortega et al., 2013; Piddock, 2006)

Las cepas con una resistencia baja a los compuestos de amonio cuaternario
(QACs) tienen una frecuencia relativamente alta entre las especies Listeria
monocytogenes (10%), Staphylococcus spp., (13%) y Pseudomonas.spp., (30%) e
inferior para bacterias de acido lactico (1,5%) y coliformes (1%). Estos valores son
paralas cepas aisladas en la industria alimentaria. Por regla general, las bacterias que
se aislan después de la desinfeccidn son mas resistentes y representan un problema
para la seguridad alimentaria (Langsruda et al., 2003). Es frecuente que los
antibidticos y los biocidas se usen simultaneamente, lo que puede aumentar el riesgo
de las resistencias cruzadas. Las enterobacterias multirresistentes (MDR),
principalmente Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, se consideran una grave
amenaza para la salud publica y el uso de biocidas, como la clorhexidina (CHX), esta
recomendado en areas de alto riesgo de MDR de la familia Enterobacteriaceae
(Naparstek et al., 2012 ; Curiao et al., 2015).

La mayoria de los biocidas no tienen una diana celular especifica distinta sobre
la que actuar, a diferencia de los compuestos antimicrobianos que son selectivamente
toxicos. La resistencia a los compuestos antimicrobianos puede surgir una vez que

se hayan producido una o mas mutaciones sobre el gen diana. Sin embargo, la
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tolerancia a los biocidas se produce a través de mecanismos menos caracterizados,
mediante modificaciones en la célula bacteriana que incluyan la regulacion positiva
de la actividad de la bomba de flujo de salida o las alteraciones estructurales de la
membrana que afectan a la permeabilidad (Poole, 2002). La tolerancia a los biocidas
en la industria alimentaria se puede prevenir con buenos sistemas de limpieza y
desinfeccion empleo de dosis adecuada y rotacion de los productos empleados
(Langsruda et al., 2003).

2.5.4. Biocidas en la industria alimentaria.

Los biocidas juegan un papel muy importante y efectivo en la limitacién de la
propagacion de las infecciones y enfermedades (McBain et al., 2002). Sin embargo
un uso excesivo de estos agentes quimicos junto con la presion selectiva que se
produce hace que la tolerancia a estos biocidas aumente y con ello aparezcan nuevas
resistencias cruzadas a compuestos antimicrobianos (Fraise, 2002 ; Condell et al.,
2012).

Los biocidas son utilizados en los hospitales, granjas, en la agriculturay en una
amplia variedad de industrias. Igualmente son utilizados en los hogares para inhibir o

matar bacterias patdégenas (McDonnell y Russell, 1999).

En la industria alimentaria, el hecho de que haya aumentado la demanda por
parte del consumidor de alimentos saludables, nutritivos y poco procesados ha influido
en la cantidad de biocidas utilizados. Para mejorar la higiene y garantizar la inocuidad
de los alimentos, la industria alimentaria ha aumentado el uso de biocidas y
desinfectantes quimicos para controlar la carga microbiana en las etapas de
produccion (Condell et al., 2012 ; Langsrud et al., 2003). De esta forma aumenta la
tolerancia a los biocidas y esto hace que repercuta en la salud publica. Es por esto
por lo que se pone en duda la eficacia de los desinfectantes para controlar la
inocuidad, puesto que cualquier tolerancia alterada a estos biocidas podria facilitar la
supervivencia de organismos patdogenos y contribuir a la aparicion de cepas

resistentes.

2.5.5. Efectos de los biocidas sobre la salud.
La aplicacion de biocidas en los cultivos vegetales es un remedio comuan para
intentar frenar enfermedades y plagas, a pesar de su toxicidad conocida. Pueden

causar alteraciones en el ADN, lo cual puede expresarse en forma de anomalia
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cromosomica (Palaniy Panneerselvam, 2007). Los biocidas también producen efectos
a largo plazo en la poblacion e incluso puede manifestarse en generaciones proximas.
Esto es a consecuencia de la exposicidon continua a estas sustancias, que originan
gran variedad de alteraciones morfoldgicas, bioguimicas y fisioldgicas. Los agentes
toxicos pueden revelar enfermedades en individuos con predisposicion hereditaria o
con hipersensibilidad alérgica desencadenando enfermedades como Alzheimer,
Parkinson, enfermedades reumaticas, diabetes, inmunodeficiencias, enfermedades
cardiorrespiratorias o arterioesclerosis (Olufunsho et al., 2010). Ademas se puede dar
el caso en el que se inhiba la expresion de determinados genes. Hay mutaciones que
no se manifiestan instantdneamente, pero se van acumulando y desestabilizando el
genoma, por lo que no se puede establecer la relacion dosis-efecto y por consiguiente,

tampoco se puede fijar una dosis minima.

No se debe de olvidar que un agente quimico con la capacidad de generar
mutaciones o toxicidad en plantas, también podran causarlos en los seres humanos
(Grant, 1994). Para determinar dicha toxicidad de los biocidas en los cultivos, se utiliza
el test de Allium cepa que detecta las alteraciones. Es un test muy sensible que
detecta la toxicidad frente a compuestos como azufre, magnesio, boro, cromo,

pesticidas, herbicidas, etc (Mustafa et al., 2008).

2.5.6. Biocidas de interés.

Los biocidas se clasifican en base a su composicion quimica y mecanismo de
accion sobre los microorganismos. Algunos agentes no oxidantes son el sulfato de
cobre, fenoles clorados, oxido de tributil estafio, compuestos de amonio cuaternarios,
dibromo nitrilo, etc. Las sales cuaternarias de amonio son las mas eficaces frente a
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, aunque para estas Ultimas lo son en

menor medida

e Cloruro de benzalconio: activo frente a bacterias, virus y hongos. Se utiliza
como antiséptico y desinfectante de la piel, en la industria alimentaria y en
algunos productos cosmeéticos.

e Cetrimida: Antiséptico de amplio espectro. Actia frente a bacterias Gram
positivas. Se utiliza para tratar quemaduras, heridas de la piel y paralalimpieza

y desinfeccién de utensilios.
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Hexadecilpiridinio (HDPC): Antibacteriano con funcion conservante y
desinfectante. Muy efectivo frente a Bacillus cereus y Bacillus
weihenstephanensis en verduras crudas (Cobo et al., 2008).

Clorhexidina: Amplio espectro de accion. Uso como desinfectante en
productos farmacéuticos y cosméticos (Hugo y Russell, 1982). Activa frente a
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Altera la permeabilidad de la
membrana, favoreciendo la precipitacidn proteica.

Bis-fenoles: Desinfectantes de amplio espectro que alteran la permeabilidad
de la membrana por la desnaturalizacion proteica y la inactivacién de enzimas
de membrana. Se utiliza en su forma jabonosa para aumentar el poder de
penetracion. Dispone de actividad bactericida, tuberculiocida, fungicida y
viricida frente a virus envueltos.

Hexachlorofeno: inhibidor de enzimas de la membrana a concentraciones
bajas y destruccion celular en concentraciones elevadas. Activo frente a
bacterias Gram-positivas y esporas.

Triclosan: Uso en el sector sanitario y comercial. Bloquea la sintesis de lipidos

de la membrana plasmatica.

Dentro de los agentes oxidantes se encuentran el cloro, yodo, bromo, peroxido

de hidrogeno, ozono, dioxido de cloro junto con las sales haldégenas. Se utilizan en

sistemas limpios, solo actian en superficie.

2.6. Resistencias cruzadas.

Hay casos en los que las bacterias se vuelven tolerantes a los biocidas y
resistentes a los antibioticos mediante mecanismos que no tienen nada que ver o
por una resistencia cruzada. Este tipo de resistencia aparece cuando diferentes
agentes antimicrobianos actian sobre un mismo objetivo.

Los antibi6ticos tienen objetivos de accion determinados en las bacterias
principalmente la sintesis de la pared celular, sintesis de proteinas, sintesis de
acidos nucleicos y funcién de la membrana celular (Braoudaki y Hilton, 2004). Por
el contrario, los biocidas a diferencia de los antibiéticos actdan en varios puntos en
el interior de la célula (Maillard, 2002). Se ha observado que las bacterias
presentan una baja resistencia frente a algunos compuestos de amonio
cuaternario, la clorhexidina y el triclosan (Russell, 2002). El uso descontrolado de

compuestos antimicrobianos esta favoreciendo el incremento de la resistencia
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bacteriana y se sabe que hay muchas similitudes entre los mecanismos que
proporcionan tolerancia a los biocidas y resistencia a los antibioticos. Las
similitudes mencionadas incluyen una disminucién en la permeabilidad de la
membrana, disminucion en la acumulacién de farmacos, modificacion del objetivo
contra el que actla e incluso la modificacién del propio antibiético (Moreillon, 2000;
Levy, 2002). Cada vez es mas obvia la implicacion de los sistemas de exporte
activos en los mecanismos de resistencia bacteriana. Este hecho hace pensar que
es muy posible que exista una resistencia a un antimicrobiano concreto que
provoque la aparicion de un mecanismo de resistencia cruzada contra otro
antimicrobiano.

Determinados organismos, como ya se ha mencionado, pueden desarrollar
mecanismos para protegerse y esto se debe a que la exposicion a un farmaco
puede desencadenar una resistencia cruzada a muchos otros farmacos, sin
relacion estructural o funcional.

La adaptacion a los desinfectantes puede ir por tanto acompafada de

la

resistencia cruzada a los antibioticos. Se ha descrito por ejemplo un vinculo genético

entre la tolerancia a QACs y la resistencia a diversos antibioticos en los estafilococos

asociados a los alimentos (Langsruda et al., 2003).

La resistencia cruzada a los compuestos antimicrobianos tras la exposicion y

adaptacion a un biocida puede aparecer en situaciones muy limitadas (Condell et al.,

2012):

e Cuando el biocida y un compuesto antimicrobiano actian sobre la misma

diana celular.

e Cuando el biocida y el compuesto antimicrobiano tienen el mismo

mecanismo de transporte.

e Cuando puede haber un biocida y un antibiotico que tengan el mismo

mecanismo de resistencia (Gilbert et al., 2003)

e En situaciones en las que los genes que contribuyen a la tolerancia a los

biocidas y la resistencia a los antibidticos se transmitan en mismo

elemento genético (Poole, 2004).

Actualmente, aunque numerosos estudios describen la resistencia cruzada

entre los antibidticos y los biocidas, alun es algo que preocupa a la comunidad
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cientifica porque hay mecanismos desconocidos y en muchos casos dependen del
tipo de antimicrobiano estudiado (Braoudaki y Hilton, 2004).

3. OBJETIVOS.

Los objetivos que se plantean para este proyecto son los siguientes:

1. Aislar cepas resistentes a antimicrobianos presentes en los alimentos
vegetales.

2. Determinar la susceptibilidad de las cepas aisladas en los alimentos vegetales
a diferentes antibioticos.

3. Determinar la tolerancia de las cepas aisladas en los alimentos vegetales a
distintos biocidas empleados en la industria alimentaria.

4. Evaluar la presencia en alimentos vegetales de cepas bacterianas

multirresistentes

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Alimentos utilizados.

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado 8 alimentos, de los cuales 6
han sido frutas y 2 han sido verduras, obtenidos de diferentes establecimientos de la
provincia de Jaén. Los alimentos escogidos para la realizacion de este estudio han

sido espinaca, zanahoria, aguacate, uva, pera, ciruela, fresa, kiwi y platano.

4.2. Medios utilizados y su preparacion
Para la realizacion de este trabajo se han utilizado medios sdlidos y liquidos.
Dentro de los medios sdlidos que se han empleado estan el Miller-Hinton y el TSA

mientras que el TSB es un medio liquido utilizado para cultivar cepas (Imagen 1).

El medio Miller-Hinton se emplea para las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana. También se ha utilizado este medio suplementado con un antibi6tico
(sulfato de estreptomicina) y con un biocida (cloruro de benzalconio) para el

aislamiento de microorganismos resistentes.

El TSA y el TSB son medios generales que se utilizan para el crecimiento de

cualquier tipo de microorganismo.
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4.2.1. Descripcion de los medios empleados.

Mueller-Hinton Agar (PanReac Applichem, Barcelona)=> Medio de cultivo
no selectivo, rico en nutrientes, de color beige y homogéneo. Es utilizado para estudiar
la susceptibilidad antimicrobiana de organismos aerébicos. Contiene infusion de carne
de res y peptona acida de caseina, que proporcionan aminoacidos esenciales,
vitaminas, nitrégeno y minerales necesarios para el crecimiento bacteriano. También
contiene almidén, cuya funcién es absorber cualquier metabolito toxico que se
produzca. El agar actia como agente solidificante. Este medio también se utiliza para

el crecimiento de bacterias anaerdbicas y aerébicas facultativas (Tabla 3).

Formula en g/l

Peptone 17,5
Beef infusion solids 2
Starch 15
Agar 17

pH 7.3+0,2
Temperatura 25°C

Tabla 3: Composicion del medio de cultivo Mueller-Hinton Agar.

Tryptic Soy Broth (TSB) (Scharlau, Barcelona)=> Medio liquido, muy nutritivo
de uso general y color amarillo. Tiene como fuentes de nitrégeno la peptona de soja 'y
la peptona de caseina, lo cual favorece el crecimiento de microorganismos aerobios y
anaerobios. En su composicion se encuentra la glucosa, la cual es una fuente de
carbohidratos y de carbono. Es un medio utilizado para el andlisis de productos
alimenticios. Sin embargo, no se recomienda su uso como medio de mantenimiento
ya que en la fermentacion de los azucares se liberan acidos que disminuye la

viabilidad de los microorganismos (Tabla 4).

Formula en g/l

Peptone from casein 17

Soya peptone 3

D(+) Glucose 2,5
Sodium chloride 5
Dipotassium phosphate 2,5

pH 7,3+0,2
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Temperatura 25°C
Tabla 4: Composicion del medio de cultivo Typtic Soy Broth.

Tryptone Soy Agar (TSA) (PanReac AppliChem)-> Medio de cultivo color
ambar que favorece el crecimiento de un gran nimero de microorganismos. La
tripteina y la peptona de soja son la fuente principal de vitaminas, minerales, bases
puricas y pirimidicas y amino&cidos libres. La peptona de soja también aporta hidratos
de carbono que favorecen el crecimiento de microorganismos. La funcion del cloruro
de sodio es el mantenimiento osmético mientras que el agar actia como agente
solidificante (Tabla 5).

Férmula en g/l

Pancreatic Digest of Soya 5
Digest Pancreatic of Casein 15
Sodium Chloride 5

Agar 15

pH 7.3+0.2
Temperatura 25°C

Tabla 5: Composicion del medio de cultivo Tryptone Soy Agar.

E 1 a13787.1210 -
Mueller-Hinton Agar [Dehydrated ==
E Culture Media) for microtiologs =

e
% e

D

Imagen 2: Medios comerciales deshidratados y sales empleadas.
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4.2.2. Preparacion de los medios sélidos y liquidos.

Medios sélidos.

e Muller-Hinton.

De este medio se han preparado 4 matraces de 250 ml y 1 solo matraz de 800
ml. De los 4 matraces de 250 ml, a dos de ellos se les ha adicionado el antibiético
sulfato de estreptomicina para alcanzar una concentracion final en el medio de
4ug/ml y a los 2 sobrantes, el biocida cloruro de benzalconio para alcanzar una
concentracion final en el medio de 0.025%. Con estos matraces se preparan placas
para el aislamiento de microorganismos, aproximadamente 100 placas. Con el
matraz de 800 ml se van a preparar placas para realizar antibiogramas a las cepas

aisladas anteriormente.

Para la preparacion de estos matraces se va a partir del medio comercial
deshidratado, en el cual vienen los gr/l que se necesitan del producto. A partir de
este dato, sabiendo que los gramos que vienen en la etiqueta son para 1 |, se ha
ajustado la cantidad para los distintos volimenes que se necesitan (Imagen 3).

e TSA.

El TSA es un medio general del cual se ha preparado tan solo un matraz de
350 ml. Una vez que se ha preparado este medio, se mete en el microondas
aproximadamente 2 minutos, para fundir el agar y homogeneizar el medio. A
continuacion se prepara una gradilla con 50 tubos a los cuales se les adicionan 7

ml de TSA, para obtener tubos en semilla para la siembra de microorganismos

(Imagen 4).

n 10 WD ¢ k »
Imagen 4: Medio de cultivo TSA preparado
Imagen 3: Medio de cultivo Miiller-Hinton. para repartir en tubos y autoclavar.
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Medios liquidos.

e TSB.

Del medio TSB se han preparado 2 matraces de 400 ml y otro matraz de 150
ml. Al igual que en los medios anteriores, se han calculado los gramos de medio
gue se necesita. Con este medio se han preparado aproximadamente 200 tubos
con 2 ml, los cuales se han utilizado para el crecimiento bacteriano. Por otra parte,
se han preparado unos 100 eppendorf con 900 pl del mismo TSB, los cuales se
han utilizado para las diluciones de los cultivos que se distribuyen en las placas de
microtitulacién. EI TSB sobrante ha sido utilizado para la preparacién de las
distintas concentraciones de los biocidas (Imagen 5).

Imagen 5: Medio TSB

e Sulfato de estreptomicinay cloruro de benzalconio.

El antibiotico sulfato de estreptomicina tiene que estar a una concentracion de
4ug/ml. Para lograr esta concentracion en un matraz de 250 ml, se han necesitado
1000 pg de antibidtico. Esta cantidad se adiciona a cada uno de los 2 matraces

preparados una vez esterilizados y atemperados a 50°C.

Por otra parte, a los dos matraces de Miiller- Hinton de 250 ml restantes se les
ha afiadido cloruro de benzalconio al 0.025% una vez que han salido del autoclave

y se han atemperado a 50° C (Imagen 6).
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M-H + SE M-H +CB

Imagen 6: Medio Muller-Hinton adicionado con los antimicrobianos. M-h: Miiller-Hinton, SE:
sulfato de estreptomicina, CB: Cloruro de benzalconio.

4.2.3. Preparacion de la solucion salina.

Se han preparado 3 matraces de 200 ml de solucion salina al 0.9%. Para
prepararlos se ha utilizado agua destilada y cloruro de sodio (Imagen 7). De estos
matraces, 45 ml estan destinados para homogeneizar la muestra del alimento, la cual
sera la dilucién inicial empleada en los recuentos. También se ha preparado eppendorf
de 1.5 ml con 0.9 ml de dicha solucion salina, los cuales van a ser utilizados para las

diluciones seriadas (Imagen 8).

Imagen 7: Matraces y eppendorf con solucion Imagen 8: Eppendorf con
salina preparados para autoclavar. solucién salina

Para la esterilizacion del material, se introducen en el autoclave los matraces con los

medios, la solucién salina tapados con un tapon de algodén hidréfobo y papel de
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aluminio, los tubos tanto de TSB como de TSA, las gradillas con los eppendorf de TSB
y de solucién salina y cajas de puntas, todo ello sellado con cinta de autoclavado. El
autoclavado dura aproximadamente 30 minutos y se alcanza una temperatura de

121°C y 1 atmdsfera de presion.

4.3. Procesado de los alimentos
Se han utilizado 8 alimentos, de los cuales 6 han sido frutas y 2 han sido

verduras.

Estos alimentos se han procesado de dos formas distintas. En uno de los
procesos que se han seguido, se han pesado 5 gramos del alimento, se ha depositado
en una bolsa hermética con 45 ml de solucién salina y se han procesado en un
homogeneizado Stomacher (Imagen 9) mientras que con el otro proceso, se ha
depositado la pieza de fruta entera en la bolsa hermética con la solucion salina y se
ha hecho un lavado en superficie (Imagen 10). En ambos casos se masajea el
alimento en contacto con la solucion salina para resuspender cualquier

microorganismo presente.

Para preparar las diluciones seriadas, se considera la solucion inicial la dilucién
0 y a partir de ahi se hacen las diluciones -1 y -2. Para obtener estas diluciones,
tomamos 100 pl de la dilucion 0 y se afiaden a un eppendorf de solucion salina de 0.9
I, obteniendo la dilucién -1 y un volumen final de 1 ml. Se repite este proceso para

obtener la dilucién -2 (Imagen 11).

A continuacion se realiza la siembra en placa, tanto en el medio Muller-Hinton
con sulfato de estreptomicina como en el medio Miller-Hinton con cloruro de
benzalconio. La siembra en placa se realiza de la dilucion -2 a la dilucién O,
adicionando 100 pl de la dilucion correspondiente y siempre bajo condiciones de
esterilidad. Esta siembra se realiza por duplicado por lo que tendremos un total de 6
placas de Miuller-Hinton con sulfato de estreptomicina y otras 6 placas de Miuller-

Hinton con cloruro de benzalconio por cada alimento analizado (Imagen 12).
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Al realizar la siembra por duplicado, un lote se incuba en la estufa a 37°C y otro
a 30°C entre 48 y 72 horas.

Imagen 9: Alimentos homogeneizados Imagen 10: Alimento lavado en superficie
con Stomacher.

Imagen 11: Preparacion de las diluciones
seriadas.

Imagen 12: Siembra en placa por duplicado
partiendo de las diluciones seriadas.
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4.4. Preparacion de los antibiogramas.

4.4.1. Preparacion de las cepas.

Una vez se han aislado las cepas en los medios Muller-Hinton adicionados con
los distintos antimicrobianos, procedemos a realizar la prueba de sensibilidad
antimicrobiana. Para la realizacion de esta prueba, las colonias aisladas deben de
haber crecido en TSB (medio liquido). Para ello, las colonias aisladas en las placas
mencionadas anteriormente, son picadas con una pipeta y depositadas en los tubos
de TSB de 2ml (Imagen 13). A estos tubos se les asigna un numero que indica el
alimento, la dilucion y el medio en el que ha crecido y se dejan en la estufa durante 24
horas y al igual que las placas, se hace por duplicado para incubarlas a 37°C y a 30°C

(Imagen 14).

Pasado el tiempo de incubacion se comprueba el crecimiento, si hay turbidez
es porque la bacteria ha crecido mientras que si no la hay, no ha crecido. Aquellas
cepas que si han crecido se siembran con un escobillén en un tubo TSA en semilla,
gue estara 24 horas en la estufa a la temperatura que le corresponda y posteriormente

se almacenara en la camara fria (Imagen 15).

Imagen 13: Colonias aisladas en Miiller-Hinton y picadas con una pipeta para
ser depositadas en TSB.
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Imagen 14: TSB inoculado con cepas
del medio Miller-Hinton.

Imagen 15: TSA inoculado con las cepas aisladas en
TSB tras pasar 24 horas en la estufa.

4.4.2. Siembra en medio Miiller-Hinton con discos de antibiéticos.

Para este proyecto se van a utilizar 10 antibiéticos distintos (Imagen 16). Se
preparan lotes de 10 placas de Miller-Hinton, en las cuales se va a colocar el disco
de antibiético en el centro (Imagen 17). En cada placa se van a sembrar
aproximadamente 6 cepas diferentes en forma de estrella alrededor del disco de
antibiotico. Se introduce un escobillon en un tubo de TSB previamente rotulado y se
siembra en todas las placas en la posicion correspondiente. Todo este proceso se

realiza bajo condiciones de esterilidad (Imagen 18).

Estas placas se incuban en la estufa a la temperatura correspondiente y

pasadas 24 horas se miden los halos de crecimiento.

B

Imagen 17: Preparacion de las placas de Mull
los antibidticos.

r-Hinton con

Imagen 16: Antibidticos
utilizados
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Imagen 18: Siembra de las cepas aisladas para la realizacién del antibiograma

4.5. Preparacion de las placas de microtitulacion.

4.5.1. Preparacion de los biocidas y las disoluciones.

Para la realizacion de esta parte del proyecto, se han utilizado 7 biocidas. En
primer lugar se han preparado las concentraciones de dichos biocidas para ensayar
en placas de microtitulacion (Imagen 19). Para poder llevarlo a cabo, es necesario
haber preparado un cultivo estacionario con los tubos inoculados con nuestras cepas
gue teniamos rotulados. A partir de estos tubos se preparan las diluciones en los

eppendorf de 900 pl de TSB, adicionando 100 ul suspension bacteriana (Imagen 20).

Una vez que se han preparado las concentraciones de los biocidas y los

eppendorf con las distintas cepas, se preparan las placas de microtitulacion.

Imagen 19: Preparacion de los biocidas que se han utilizado.
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Imagen 20: Preparacion de los eppendorf para el ensayo en las placas de microtitulacion

4.5.2. Ensayo en las placas de microtitulacion.

Se han necesitado 3 placas por cada biocida, puesto que unas se han incubado

a 37° y otras a 30°C, sumando asi un total de 21 placas.

Cada una de las filas de cada placa corresponde a una concentracion y cada
columna corresponde a una cepa distinta. Para completar cada placa se han
depositado 180 ul de TSB y 20 ul de la dilucién 1:10 de cada cepa en la primera fila,
a continuacion, en la segunda fila que corresponde con la concentracion 5 del biocida
y también se han adicionado 180 pl de biocida mas 20 ul de cada cepa. Este proceso
se repite hasta la concentracion 1. En la ultima fila se han colocado controles negativos
para poder detectar si hay contaminacion en algunos de los medios empleados. Los
3 primeros pocillos contienen 200 ul de TSB y a continuacién, en cada pocillo se han
adicionado 200 ul de cada una de las concentraciones (C5, C4, C3, C2, C1). Todo

este proceso se ha realizado bajo condiciones de esterilidad (Imagen 21).

Una vez completadas las placas se han incubado a la temperatura 6ptima de

crecimiento bacteriano durante 24 horas (imagen 22).

A\ ZRN TN AN ERN AN N e\ R\ 7

J
.
st
o

BEDAEA
NV N

AN TR TR s
SR > 7 7

Imagen 21: Placa de microtitulacion
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30°C 37°C

Imagen 22: Estufas a diferentes temperaturas para la incubacion de las placas de
microtitulacion.

4.5.3. Lectura de los resultados.
Pasado el tiempo de incubacion y con ayuda de un lector de microplacas para
absorbancia Sunrise™ (Tecan Trading AG, Switzerland) y con el programa informatico
Excel XFluor se ha podido determinar la menor concentracion de cada uno de los
biocidas estudiados que inhibe el crecimiento de cada una de las cepas
(concentracion minima inhibitoria o MIC) en cada una de las placas (Imagen 23).

Imagen 23: Lectura de resultados de las placas de microtitulacion.

5. RESULTADOS.

5.1. Cepas resistentes aisladas de los alimentos.

En este estudio se ha utilizado el medio Muller-Hinton adicionado con cloruro
de benzalconio o bien de estreptomicina. Se aislaron un total de 15 cepas resistentes
a cloruro de benzalconio, que corresponden a las cepas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 18, 19, 20,
21, 22, 24, 25y 26, las cuales aparecen identificadas en la tabla 6. Por otra parte, en
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el medio que se habia adicionado de estreptomicina se aislaron 9 cepas resistentes,
gue son las cepas 8, 9, 10, 11, 13, 16, 17, 23y 27.

CEPA | ALIMENTO | MULLER HILTON CON | DILUCION | TEMPERATURA
ANTIBIOTICO/ DE
BIOCIDA CRECIMIENTO

- Zanahoria | Cloruro de benzalconio 2

2| Zanahoria | Cloruro de benzalconio 2 37°C
-\ Zanahoria | Cloruro de benzalconio 2 37°C
' Zanahoria | Cloruro de benzalconio 2 37°C
| 5| Aguacate | Cloruro de benzalconio 0 37°C
| 9| Aguacate | Cloruro de benzalconio 0 37°C
|/ | Aguacate Cloruro de benzalconio 0 37°C

| Ciruela Estreptomicina 1 37°C
0 |  Fresa Estreptomicina 0 37°C
|  Fresa Estreptomicina 0 37°C
| Il |  Fresa Estreptomicina 0 37°C
R Kiwi Estreptomicina 2 37°C
| Kiwi Estreptomicina 0 30°C
/| Pera Estreptomicina 0 30°C
& | Zanahoria | Cloruro de benzalconio 2 30°C
51| Zzanahoria | Cloruro de benzalconio 2 30°C
20 | Zzanahoria | Cloruro de benzalconio 2 30°C
40| Pera Cloruro de benzalconio 0 30°C
22| Pera Cloruro de benzalconio 0 30°C
& Pera Estreptomicina 2 30°C
| 1| Espinaca | Cloruro de benzalconio 2 30°C
| 5| Espinaca | Cloruro de benzalconio 2 30°C
| i | Espinaca | Cloruro de benzalconio 2 30°C
2/ | Fresa Estreptomicina 1 30°C

Tabla 6: Cepas aisladas de los distintos alimentos en el medio Muller-Hinton adicionado con
antimicrobianos.

5.2. Susceptibilidad a los diferentes antibioticos utilizados.

Una vez que se han incubado las placas para realizar la prueba del
antibiograma durante 24 horas en la estufa, unas a 30°C y otras a 37°C, segun la
temperatura 6ptima para el crecimiento bacteriano, se procede a la lectura de dichas
placas. Para realizar la lectura se mide la distancia que hay entre el disco de antibiético
y el crecimiento bacteriano. Con estas medidas, las cuales vienen en milimetros (mm),
establecemos unos intervalos para hacer una clasificacion en funciéon de su
resistencia. Aquellas cepas que estén dentro del intervalo de cepas resistentes,
aparecer marcadas con una R, las cepas que hayan mostrado sensibilidad a cualquier
antibidtico, apareceran marcadas con una S y aquellas cuya resistencia es intermedia
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se representan con una M. Al no estar identificadas las cepas estudiadas a nivel de
género o especie, no se pueden emplear los intervalos estandarizados a nivel
internacional por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Los intervalos
se han establecido de forma arbitraria y con el Unico objetivo de poder clasificar las
cepas estudiadas en base a los resultados obtenidos para cada uno de los antibi6ticos
analizados, sin que esta clasificacion permita establecer de forma taxativa la
resistencia o sensibilidad de las cepas frente a los antibidticos o su significacién
clinica. Los antibiéticos que se han utilizado aparecen en la tabla 7.

ABREVIATURA ANTIBIOTICO

IPM Imipemem
FEP Cefepima
VA Vancomicina
PRI Piperacilina
MEM Meroponem
NA Acido nalidixico
C Cloranfenicol
SXT Trimetoprim sulfametoxazol
FOX Cefoxitina
NET Netilmicina

Tabla 7: Antibi6ticos utilizados y sus abreviaturas

Las siguientes imagenes muestran la diferencia que hay entre una placa en la
gue las cepas son resistentes y por lo tanto no se aprecia un halo significativo y otras
en las que las cepas tienen resistencia intermedia o incluso llegan a ser sensibles a

ese antibiotico y los halos son mucho mayores.

En la placa identificada como R aparecen las cepas resistentes y en la placa
identificada como S se muestran aquellas cepas cuyo halo es mayor y nos hace
sospechar que son sensibles o con una resistencia intermedia a ese antibiotico

(Imagen 24).
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Imagen 24: Antibiograma pasadas las 24 horas de incubacion

e Imipemem.

En el caso de este antibiotico los intervalos que se han obtenido son los siguientes:

= Resistente> R (4-13)mm
= Resistencia intermedia—> M (14-22)mm
= Sensible> S (23-31)mm

En la siguiente tabla podemos ver como 14 de las 24 cepas han mostrado
resistencia a este antibiético mientras que tan solo una de ellas es sensible a la accion

del imipemem. El resto de las cepas tendrian una resistencia intermedia.

IMIPEMEM (IPM)
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
YoM 18 15 17 15 16 17 15 18 11 20 11 31

FEHRGEHHEEN R M M M M M M M R M R S

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

D (mm) 16 7 10 9 8 6 7 6 7 4 6 4
Resistencia Y R R R R R R R R R R R

Tabla 8: Actividad del imipemem frente a las cepas aisladas.

e Cefepima.

Los intervalos para la clasificacion de las cepas en funcion de su resistencia que

se han obtenido para cefepima son los siguientes:



= Resistente> R (0-8)mm
= Resistencia intermedia=> M (9-16)mm
= Sensible=> S (17-24)mm

La tabla 9 nos muestra el grado de resistencia que han mostrado las cepas

utilizadas en este proyecto. En este caso, 13 de las cepas que son resistentes a este
antibiético mientras que tan solo 1 mostraria sensibilidad. Las 10 cepas restantes han

mostrado una resistencia intermedia segun los datos que hemos recopilado.

CEFEPIMA (FEP)

Cepa 1 2 3 4 5 6 7
D (mm) 14 15 10 8 13 15 13 11 O 0O 12 24
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Cepa 16 17 18 19 20 21 22
D (mm) 7 6 7 3 9 6 7 6 7 4 6 4
PEHRCHEER R R R R M R R R R R R

Tabla 9: Actividad de la cefepima frente a las cepas aisladas.

e Vancomicina

Para este antibiético se han establecido los siguientes intervalos:

= Resistente> R (2-6)mm
= Resistencia intermedia-> M (7-11)mm
= Sensible> S (12-15)mm

Al observar los datos que aparecen en la tabla 10, podemos apreciar que la
mayoria de las cepas han sido resistentes a este antibiético puesto que 19 de las 24
cepas se encuentran dentro del intervalo de bacterias resistentes a la vancomicina.
Tan solo 2 de las cepas que se han utilizado parecen mostrar sensibilidad frente a la

accion de este antibiético y las 2 restantes tendrian una resistencia intermedia.



VANCOMICINA (VA)
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
D (mm) 3 6 2 4 3 3 5 12 11 15 12 11

FESEEEEY R R R R R R R S M S S M

CEPA 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 3 5 3 4 4 4 3 2 2 4 4 6
FEHRCHEER R R R R R R R R R R R R

Tabla 10: Actividad de la vancomicina frente a las cepas aisladas.
e Piperacilina.
Para este antibi6tico se han establecido otros 3 intervalos:

= Resistente> R (3-12)mm
= Resistencia intermedia—> M (13-22)mm
= Sensible> S (23-31)mm

A continuacion, se aprecia como 14 de las 24 cepas son resistentes frente a la
accion de la piperacilina, 8 de las cepas tendrian una resistencia intermedia y tan solo

2 de las cepas serian sensibles a su accién (Tabla 11).

PIPERACILINA (PRI)
CEPA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
D (mm) 16 18 13 15 11 13 11 17 23 31 20 19

ReESISTtEncIa .Y ./ M M R M R M S S M M

CEPA 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 8 9 9 7 11 9 8 10 11 6 8 3
Resistencia [Ba R R R R R R R R R R R

Tabla 11: Actividad de la piperacilina frente a las cepas aisladas

e Meroponem.

Para determinar la susceptibilidad de las cepas que se han utilizado ante este

antibiotico se han creado 3 intervalos:



» Resistente> R (5-13)mm
» Resistencia intermedia=> M (14-20)mm
= Sensible> S (21-28)mm

Al analizar los datos que aparecen en la tabla 12 vemos como en este caso hay
3 cepas sensibles, con halos de 22, 25 y 28 milimetros. Por otro lado tenemos 12
cepas que presentan una resistencia intermedia, con halos comprendidos entre 14 y
20 milimetros y por ultimo, aparecen 9 cepas que son resistentes a la accion de este
antibidtico.
MEROPENEM (MEM)
CEPA 1 2 3 4 5 6 7 8 9
D (mm) 20 19 28 25 17 17 15 16 15 17 15 22
S M M M M M M M S

=
o
=
[N
=
w

sESEEeEs MM S

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24
D (mm) 16 9 16 14 12 11 7 9 8 9 7 5
REHRICHEER M R M M R R R R R R R R

Tabla 12: Actividad del meropenem frente a las cepas aisladas.
e Acido nalidixico.

Los intervalos que se han establecido para este antibiético son los siguientes:

= Resistente> R (2-7)mm
= Resistencia intermedia-> M (8-12)mm

= Sensible> S (13-17)mm

Con este antibidtico, 18 de las cepas utilizadas presentarian resistencia frente

a su accion, mientras que 3 de las cepas restantes serian sensibles y las otras 3

tendrian una resistencia intermedia (Tabla 13).

ACIDO NALIDIXICO (NA)

Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8
D (mm) 10 10 5 5 7 8 6 5 15 17 14 4

©
=
o
=
=
=
w

Resistencia @Y M R R R M R R S S S R

I |
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Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 2 5 4 4 5 4 3 4 4 4 4 5
FEHRCHHEER R R R R R R R R R R R R

Tabla 13: Actividad de las cepas frente al acido naliditico.

e Cloranfenicol.

Los intervalos establecidos para este antibiotico aparecen a continuacion:

» Resistente> R (3-12)mm
» Resistencia intermedia=> M (13-21)mm
= Sensible> S (22-30)mm

Con estos datos vemos que solo una de las cepas ha mostrado resistencia
intermedia, siendo el resto sensible o resistente a su accién. De todas las cepas, 20

de ellas serian resistentes y tan solo 3sensibles (Tabla 14).

CLORANFENICOL (C)
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
D (mm) 10 30 30 30 10 112 5 12 5 20 4 3

=
o
=
=
[EE
w

Resistencia & S S S R R R R R M R R

N
(o))
N
~

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
D (mm) 4 3 4 3 3 3 3 5 3 5 4 3
REHRCHEER R R R R R R R R R R R R

Tabla 14: Actividad de las cepas frente al cloranfenicol.
e Trimetoprim sulfametoxazol

Para la determinacién de la susceptibilidad a este antibiético se han establecido

los siguientes intervalos:

= Resistente> R (2-8)mm
= Resistencia intermedia-> M (9-15)mm

= Sensible> S (16-21)mm

Los resultados que obtendriamos serian que la mayoria de las cepas son

resistentes a la accidn del trimetoprim sulfametoxazol ya que 19 cepas estarian dentro
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del intervalo de resistencia, mientras que una de ellas seria sensible y el resto tendria

una resistencia intermedia (Tabla 15).

TRIMETOPRIM SULFAMETOXAZOL (SXT)
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
D (mm) 6 5 4 5 4 6 4 18 15 21 15 14

FESEEEEY R R R R R R R S M S M M

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 7 3 2 3 2 4 3 4 2 2 3 3
FEHRCHEER R R R R R R R R R R R R

Tabla 15: Actividad de las cepas frente al trimetoprim sulfametoxazol.
e Cefoxitina.

Los intervalos establecidos son:

= Resistente> R (1-9)mm
= Resistencia intermedia-> M (10-18)mm
= Sensible> S (19-26)mm

Tan solo una de las cepas aisladas presentaria sensibilidad a la cefoxitina

mientras que las 23 restantes serian resistentes segun los datos que se han obtenido

(Tabla 16).

CEFOXITINA (FOX)

Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
D (mm) 8 9 5 4 5 5 4 8 4 <) 4 26

FESEENEE R R R R R R R R R R R S

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 5 2 2 2 2 4 4 3 3 4 1 5
Resistencia [ R R R R R R R R R R R

Tabla 16: Actividad de las cepas frente a la cefoxitina.



e Netilmicina

Para la netilmicina se han establecido 3 intervalos para determinar qué accion

tienen los antibioticos sobre las cepas:

= Resistente> R (4-9)mm
» Resistencia intermedia-> M (10-14)mm
= Sensible=> S (15-19)mm

Con la netilmicina se puede observar que 11 cepas serian resistentes a su
accion, mientras que tan solo 4 serian sensibles. El resto de las cepas estaria en el

intervalo de resistencia intermedia.

NETILMICINA (NET)
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
D (mm) 15 19 17 16 10 13 12 11 13 13 10 9

FESlSiEes S S S S M M M M M M M R

Cepa 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
D (mm) 4 9 10 6 9 9 9 10 8 9 9 5
PEHRCHEER R R M R R R R M R R R R

Tabla 17: Actividad de las cepas frente a la netilmicina.

En base a los resultados que se han obtenido, si comparamos la resistencia de
cada una de las cepas con todos los antibioticos utilizados, podriamos decir que las
cepas que muestra mayor resistencia son las cepas 17, 21, 22, 24, 25, 26 y 27 ya que
se muestran resistentes a todos los antibidticos. Por el contrario, la cepa 10 seria la
mas sensible, si bien sélo muestra sensibilidad a la vancomicina, piperacilina, acido

nalidixico y cloranfenicol.

5.1.2. Resumen de la susceptibilidad de las cepas a los antibiéticos.

Al hacer un recuento del nUmero de cepas gque son resistentes, sensibles o que
han mostrado una resistencia intermedia, en el caso del imipemem obtenemos 14
cepas resistentes, 9 cepas con resistencia intermedia y tan solo una ha mostrado

sensibilidad a su accion.



En el caso del cefepima, en el recuento encontramos que 13 de las 24 cepas
son resistentes, 10 cepas tienen una resistencia intermedia y una cepa seria

resistente a este antibioético.

Con la vancomicina el nimero de cepas resistentes aumenta hasta 19. Tan
solo tendriamos 2 cepas con resistencia intermedia y 3 cepas sensibles a este
antibiotico.

En la piperacilina, segun los datos que nos proporciona la tabla X, en el

recuento tendriamos 14 cepas resistentes, 8 con resistencia intermedia y 2 cepas
sensibles.

A continuacion observamos que en el caso del meropenem no aparece
ninguna cepa sensible a su accion. La mitad de las cepas son resistentes a este

antibidtico y la otra mitad muestran resistencia intermedia.

El &cido nalidixico es un antibiotico en el que el nimero de cepas resistentes
es mayor que el nimero de cepas sensibles, siendo 18 las cepas resistentes y tan

solo 3 las sensibles. Las 3 cepas restantes tienen una resistencia intermedia.

En el cloranfenicol encontramos 20 cepas resistentes y las 4 cepas restantes

se consideran sensibles a su accion.

En el recuento que se ha realizado en el trimetoprim sulfatoxazol hayamos
19 cepas resistentes, 3 cepas con resistencia intermedia y tan solo una cepa sensible

al antibidtico.

En el caso de la cefotoxina, el niumero de cepas resistentes aumenta
considerablemente, apareciendo resistencia en 23 de las 24 cepas. Este es el
antibidtico frente al que las cepas aisladas muestran mayor resistencia. La cepa

restante muestra sensibilidad a este antibio6tico.

Por ultimo, al cuantificar las cepas resistentes a la netilmicina encontramos 11
cepas con resistencia a su accion, 4 cepas sensibles y 9 cepas con resistencia

intermedia.

De forma global hemos aislado cepas resistentes a todos los antibioticos
aunque frente a la cefepima, el meropenem y la netilmicina se encuentran menos

cepas resistentes respecto al resto de antibioticos.
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Del medio Muller-Hinton adicionado con cloruro de benzalconio se han aislado
15 cepas, de las cudles, de forma general, 13 cepas presentan un perfil de resistencia
elevado y 2 cepas tienen resistencia intermedia. Las cepas 1, 2, 3y 4 provienen del
aislamiento en zanahoria. De forma general, las cepas 1, 3 y 4 son resistentes a la
mayoria de los antibiéticos analizados, mientras que la cepa 2 tendria una resistencia
intermedia. Por otra parte encontramos que las cepas 5, 6 y 7 han sido aisladas en
aguacate y de éstas, la 5 y la 7 son mas resistentes a la accidén de los antibioticos
mientras que la cepa 6 tiene una resistencia intermedia. A continuacion encontramos
gue las cepas 18y 19 son resistentes a 8 de los 10 antibidticos y presentan resistencia
intermedia en los dos antibiéticos restantes, y la cepa 20 es resistente a todos los
antibidticos a excepcion de la cefepima, estas tres ultimas también se han aislado en
zanahoria. Las cepas 21, 22, 24, 25y 26 han sido resistentes a todos los antibioticos
gue se han utilizado, siendo las cepas 21y 22 aisladas en pera y el resto en espinaca
(Tabla 17).

En el medio Miller-Hinton adicionado con estreptomicina se han aislado 9
cepas, de las cuales, de forma general, 4 presentan un perfil de alta resistencia a
antibidticos, otras 4 tienen resistencia intermedia y tan solo una seria sensible. La
cepa 8 se ha aislado en ciruela y de forma general presenta resistencia intermedia.
Las cepas 9, 10 y 11 se han aislado en una fresa. La 9 y la 11, de forma general,
presentan una resistencia intermedia mientras que la cepa 10 es mas sensible a otros
antibidticos. Las cepas 13y 16 se han aislado en kiwi. La cepa 13 es resistente y la
cepa 16 es resistente a todos los antibioticos excepto al imipemem y al meroponem.
La cepa 17 es resistente a todos los antibidticos y se ha aislado en pera. La cepa 23
también se ha aislado en pera, presenta resistencia intermedia a la netilmicina, al resto
de los antibidticos es resistente. Por ultimo, la cepa 27, aislada en fresa, es resistente

a todos los antibioticos (Tabla 17).
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Tabla 17: Resumen de la resistencia de las cepas a los antibidticos. R=

Resistente; M= Resistencia intermedia; S= Sensible.

5.3. TOLERANCIA FRENTE A BIOCIDAS.
Una vez que se han incubado las placas durante 24 horas, unas en la estufa a
37°C y otras a 30°C, segun cual fuese su temperatura 6ptima de crecimiento, se

procede a la lectura de las placas de microtitulacion para evaluar la posible tolerancia
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a los biocidas empleados. Esta lectura se hace tanto de forma visual como empleando
un lector de placas. Para la obtencién de los resultados, se introduce cada una de las
placas de microtitulacion en un lector de microplacas para absorbancia Sunrise™ y
tras una breve agitacion obtenemos unos valores que corresponden con la densidad
Optica, medida a 620nm, de en cada uno de los pocillos y esta densidad 6ptica seria

directamente proporcional a la concentracion bacteriana presente.

Del ensayo con los diferentes alimentos, se aislaron 24 cepas, las cuales se
han utilizado para ver el efecto que tienen los distintos biocidas sobre su crecimiento.
Para determinar cuél es la MIC de las cepas, se prepararon distintas diluciones que
fueron C1, concentrada al 1%, C2 al 0.25%, C3 al 0.025%, C4 con una concentracion

del 0.0025% y por ultimo C5 que le corresponde una concentracion del 0.00025%.

Como ya se ha citado en el apartado “materiales y métodos “, en la ultima fila
se disponen blancos con el medio de cultivo TSB exclusivamente y las distintas
concentraciones de los biocidas. Estos valores nos van a servir para determinar la
concentracion bacteriana en los casos en los que la densidad Optica del biocida sea
muy elevada. Por lo tanto, aquellos blancos que tengan un valor ligeramente elevado,

se le restaran al valor de cada lectura con la cepa correspondiente.

A partir de estos datos se va a determinar cual es la menor concentracion del
biocida que inhibe el crecimiento de la cepa (MIC) y para ello nos fijaremos en qué
concentracion se produce un descenso brusco de la densidad 6ptica, y por tanto de la

concentracion bacteriana.

En este proyecto se han utilizado 7 biocidas a diferentes concentraciones.

Estos biocidas son los siguientes (Tabla 18):

| ABREVIATURA | BlocbA |

CB Cloruro de benzalconio
CE Cetrimida

CH Clorhexidina

HC Hexaclorofeno
HDP Hexadecil piridinio
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PHMG Polihexametil biguanidio

TC Triclosan.

Tabla 18: Biocidas empleados y sus abreviaturas.

5.2.1. Célculo de la MIC cuando la turbidez del biocida interfiere en la
medida de absorbancia.

Hay casos en los que los valores de los blancos van a ser mas elevados que
los valores que se obtienen en la primera fila, en la cual se afiadian 180 yl de TSB y
20 ul por cepa. Esto se debe a que la densidad 6ptica del biocida interfiere en la
medida por lo que hay que tenerlo en cuenta a la hora de determinar cual es la
concentracion minima inhibitoria (MIC). Lo que vamos a hacer es restar dichos valores

a las densidades 6pticas que correspondan.
Esto ocurre en dos casos, con el Hexaclorofeno y con el triclosan.
e Hexaclorofeno.

Al realizar la determinacion visual se puede percibir como los blancos
correspondientes a las concentraciones C2 y C1 aparecen turbias, la misma turbidez
gue se ve reflejada en esas mismas concentraciones en todas las cepas. Una vez se
ha visto esta diferencia, al observar los valores obtenidos tras la lectura se podria
confirmar que el biocida interfiere en la lectura de los resultados por lo que los valores
gue se obtienen en las concentraciones C2 y C1 se restaran a los valores de los
pocillos con dichas concentraciones mas cada una de las cepas, para asi tener un

valor aproximado del crecimiento bacteriano real (Imagen 25).

Imagen 25 a: Placa de microtitulacion con
hexaclorofeno vista desde arriba

Imagen 25 b: Placa de microtitulacion
con hexaclorofeno vista desde abajo
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En la siguiente tabla se pueden ver los resultados que obtenemos una vez que
hemos hecho las operaciones que corresponden. En este caso los valores de las
concentraciones C2 y C1 no modifican los resultados de las MIC puesto que todas las
concentraciones minimas inhibitorias se encuentran en concentraciones mas

pequefias.

Célculo de la concentracién bacteriana aproximada \

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MM 13 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

C2 295293244 249 25249 2,9 294 2,85 2,88 2,95 297 1,86 1,85 1,73 1,68 1,83 1,77 1,98 1,88 1,92 1,92/ 1,92 1,85

C1 201201196 2,03 2,06 2,02 2,03 1,99 2,06 2 2,01/2,04 2,27 2,22 2,26 2,26 2,22 2,21 2,21 2,23 2,28 2,22 2,24 2,14
Blanco 0,06 0,06 0,05 0,06 0,07 0,49/2,81 2,05

C2-8ianco 0,14 0,12 04 -03 03 -0,3 0,15 0,13/0,04 007 0,14/ 016 1 4/ 14141 4 4 098 -09 08 -09 08 -

Cleence 0 0 01 0001 -0 001000 0 -0 -0022047021 021 0,7 0,16 0,16 0,18 0,23 0,17 0,19 0,09

c2 ¢
Tabla 18: Densidades 6pticas medidas en el hexaclorofeno.

e Triclosan.

En el caso del triclosan pasa algo parecido a lo anterior, solo que interfiere en
las concentraciones C3, C2 y C1. En las imagenes que se muestran a continuaciéon
se puede ver que en las concentraciones mencionadas anteriormente aparecen unos
precipitados en el fondo. Tanto en los blancos como en los pocillos con el biocida y la
cepa tienen la misma apariencia, lo que nos hace pensar que podria ser el biocida el

responsable de la turbidez y no el crecimiento bacteriano (Imagen 26).

Imagen 26 b: Placa de microtitulacion con
con triclosan vista desde arriba triclosan vista desde abajo

Imagen 26 a: Placa de microtitulacion
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En la tabla 19, que aparece a continuacion, se muestran los resultados tras haber
realizado las operaciones pertinentes. En este caso si que se modifican los MIC ya
gue para este biocida las cepas podrian ser mas tolerantes por lo que podrian crecer

a concentraciones mas elevadas.

Calculo de la concentracidn bacteriana aproximada

1 2/ 3 4 5 6 7 8 9 10/ 11 13 16 17| 18 19 20| 21| 22 23 24 25 26 27

c3 0,46/ 0,43 0,65 0,71 0,71 0,77| 0,53| 0,68 0,56 0,48| 0,53| 0,38| 0,54 1,52| 0,76/ 1,63 1,63 1,43| 1,23| 1,48 1,94) 1,67| 1,93| 0,54
c2 1,15/1,14/1,74/ 1,64 1,68/ 1,78/ 1,28 1,29 1,2/ 1,24/1,35/1,17/1,72| 1,8/ 1,66/1,81] 1,8 1,64/1,71| 1,8 1,88 1,66/ 1,81 1,64
c1 1,22/1,18| 1,4/1,19] 1,1/1,23/ 1,42 1,43 1,43 1,35/ 1,49] 1,5 1,83|1,85| 1,71] 1,85] 1,83 1,85/ 1,83 1,89 1,94 1,89/1,92) 1,84

Blanco | 0,06/ 0,05 0,05/ 0,06 0,060,55/1,68/ 1,88

C3-lance -0,1| -0,1| 0,1 0,46/ 0,16/ 0,22 -0 0,43 0,01 01| -0 -0.2 -0[0,97 0,21 1,08 1,08 0,88 0,68 0,93 1,39 1,12/1,38 -0

C2-ganco -0,5/ -0,5/006 0 0 01 -04 -04 05 04 -03 05004012 0013012 -00,030,12 02 -00,13

C1-slanco -0,7| -0,7| 0,5 -0.7 -0,8 0,7 -05 -05 05 05 -04 -04 -0/007 -02 -0 -0/ -0 -00,010,06001004 -0
ci C2 ¢

[
o

Tabla 19: Concentraciones medidas en el triclosan.

5.2.2. Determinacion de la MIC.

Con los datos recopilados en la lectura de cada una de las placas de
microtitulacidon podemos hacer una aproximacion de cual seria la MIC de cada uno de

los biocidas frente a las cepas aisladas.
e Cloruro de benzalconio.

Al analizar la sensibilidad a este biocida de cada
% DE CEPAS CRECIDAS A UNA

una de las cepas, como se puede observar en la DETERMINADA CONCENTRACION

tabla 20, el 42% de las cepas presentan un MIC
de 0,0025, un 50% requieren una concentracion
del 0.025% para ser inhibidas y el 8% restante

c4

tienen la MIC del 0.25%. En la concentracion 42%

0.00025% todas las cepas han sido capaces de

crecer por lo que son cepas tolerantes a esa

concentracion.
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e Cetrimida.

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION

C5
8%

\ 7

c4
21%

c3
58%

e Clorhexidina.

En base a los resultados obtenidos en la
tabla 21, al realizar la lectura de la placa e
interpretar esos resultados podemos ver como
el 8% de las cepas presentan una MIC del
0.00025%, el 21% en
0.0025%, el 58% en la concentracion al 0.025%
y el 13% restante de las cepas tienen la

la concentracion

concentracion minima inhibitoria en la

concentracion del 0.25%.

Al observar los valores obtenidos al leer las

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION

placas en las que se han enfrentado las 24
cepas a este biocida (Tabla 22), se podria
concluir diciendo que el 58% de las cepas
presentan una MIC del 0.0025% y un 42% de
las cepas tendrian su MIC en la concentracion
al 0.025%. De esta forma se podria decir que
tolerantes a la

todas las cepas son

concentracion 0.00025%, puesto que se ha

Cc3
42%

c4
58%

hallado crecimiento en ellas.

e Hexaclorofeno.

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION

c4

(o) 42%

58%

En el caso de este biocida al analizar los
valores que se han obtenido en la tabla 23, se
aprecia que un 52% de las cepas presentan
una MIC del 0.00025%, y el 48% restante
tendria la MIC en la concentracion al 0.0025%.
En base a estos resultados podriamos pensar
gue estas cepas son mas sensibles a este

biocida en concentraciones mas bajas.
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e Hexadecil piridinio (HDP).

Para este biocida (Tabla 24), se observa que las cepas son mas tolerantes, ya

gue encontramos que hay un 21% de cepas
presentan una MIC del 0.00025%, un 42%
estaria tendrian su MIC en la concentracion
al 0.0025%, un 25% corresponderia a la
concentracion al 0.025% y por ultimo, el 12%
de las cepas restantes requieren una
concentracion del 0.25% para ver inhibido su

crecimiento.

e Polihexametil biguanidio (PHMG).

c3

25% A

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION

(o)
21%

s

c4
42%

En cuanto a este biocida se observa que todas las cepas han sido tolerantes con una

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION

MIC del 0.00025% puesto que hay crecimiento.

A continuacion, en la siguiente concentracion,
gue seria del 0.0025%, encontramos un 38% de
las cepas aisladas. Un 58% de las cepas que se
han enfrentado a este biocida encuentran su

_38%

Cc3
58%

-

concentracion

minima inhibitoria en la

concentracion al 0.025% y el 4% restante de

todas las cepas lo tendrian en la concentracion

al 0.25 (Tabla 25).

e Triclosan (TC):

En el caso del triclosan, al analizar los valores de la tabla 26, se puede ver que habria

cepas mas tolerantes a dicho biocida y otras
muy sensibles. El 50% de las cepas tienen
una concentracién minima inhibitoria que se
encuentra en la concentracion del
0.00025%, por lo que se podria decir que se
trata de cepas muy sensibles a este biocida.
A continuacion, el 29% de las cepas
encuentran su MIC en la concentracion del

0.025%, seguido de esto, el 21% presenta

% DE CEPAS CRECIDAS A UNA
DETERMINADA CONCENTRACION
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una MIC del 1%. En este ultimo caso podriamos decir que estamos ante cepas mas

tolerantes a las concentraciones que se han empleado en este biocida.

Al observar todos estos resultados podriamos decir que las cepas que
presentan una mayor sensibilidad a los 7 biocidas empleados serian las cepas 10, 11
y 13 cuyas MIC se encuentran entre las concentraciones 0.00025%, 0.0025% y 0.025.

Por el contrario, las cepas que mayor tolerancia han mostrado son las cepas
21, 22, 23y 24, cuyos MIC se encuentran en las concentraciones 0.0025%, 0.025% y
0.25%, siendo las cepas 21y 22 las que mayor tolerancia han mostrado ya que en 3
de los 7 biocidas han tenido su MIC en 0.25, en 2 de los biocidas restantes lo han
presentado para un 0.025% y en los otros 2 biocidas para un 0.0025%.

56



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |13 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 | 26 | 27
TSB | 134 | 1,01 | 1,78 | 150 | 1,28 | 1,16 | 1,45 | 1,38 | 0,71 | 0,79 | 0,78 | 1,44 | 0,67 | 1,89 | 1,83 | 1,86 | 1,90 | 1,73 | 1,77 | 1,88 | 1,95 | 1,95 | 1,98 | 0,88
C5 124 | 086 | 1,78 | 1,54 | 1,32 | 1,30 | 1,57 | 1,50 | 0,33 | 0,31 | 0,40 | 1,15 | 1,65 | 1,92 | 1,77 | 1,97 | 1,01 | 1,76 | 1,81 | 1,93 | 1,93 | 1,93 | 2,00 | 1,01

C4 | oss NN 133 | 10 RN RN RO RO I O O 0.0 | 1.7 | 100 | 107 150 ] 152 ] 161|176 ] 158 ] 162 ] 16: [HENEN
C3 [N o.» MOIRRN o | o.: [ 04| 016 | 04 0a | 03 | oo || NONN MO NORSR RN :o: | 1o
C2 007 | 007 | 006 | 006 | 008 009 ] 007 | 007 | 011 ] 041 | 011 | 019 | 0,00 | 0,08 ] 0,16 | 0,08 | 0,14 [ ERNGEN, 0.09 | 0.10 | 0,00 | 010 | 0.8
C1 0,07 | 009 | 007 | 007 | 007 ] 009 | 008 | 007 | 009 | 0,10 | 0,10 | 0,16 | 0,13 | 0,09 | 0,17 | 0,09 | 0,17 | 0,08 | 0,09 | 0,09 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,07
200 | o005 | 005 | 005 | 005 | 005 | 005 | 005 ] 005
TSB | TSB|TSB|C5 |[C4 |C3 |[C2 | C1

=]
=
4]

Tabla 20: Densidades Opticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado el cloruro de benzalconio (CB). Los pocillos en
los que se ha detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |13 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27
TSB | 141 | 158 | 1,79 | 157 | 1,26 | 1,18 | 1,49 | 1,33 | 1,04 | 099 | 0,88 | 141 | 1,69 | 1,01 | 1,83 | 1,88 | 1,01 | 1,72 | 1,75 | 1,91 | 1,97 | 1,91 | 1.97 | 0,60
C5 146 | 138 | 172 | 157 | 1,03 | 1,21 | 1,53 | 145 | 0,34 @ 1,04 | 0,72 | 1,92 | 1,71 | 1,95 | 1,82 | 1,62 | 1,67 | 1,91 | 1,87 | 1,74 | 1,91 | 0,83

C4 0,63 0,61 147 147 | 1,183 | 1,34 | 0,62 @ 0,07 | 0,07 [eNie] ‘ 0,24‘ 1,72 | 130 | 1,30 | 1,54 | 1,30 || 1,43 | 1,80 | 1,62 | 1,45 | 1,69 |eNI¢

C3 @ 011 | 010 ] 010 | 0,00 | 0,14 | 0.10 [FPERRPCRRRE 1,73 | 1,80 | 1,99 [JONI3 0,09

d:

C2 0,08 0,09 0,11 0,11 | 0,10 | 0,18 | 0,20 | 0,11 | 0,09 | 0,09 | 0,09 | 0,16 0,13 | 0,09
C1 0,07 0,08 0,07 0,07 | 0,09 | 0,09 | 0,08 | 0,09 | 0,07 | 0,08 | 0,08 | 0,15 0,10 | 0,08
200 0,05 0,05 0,06 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 || 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05 | 0,05

TSB|TSB|TSB|C5 |C4 |C3 | C2 | C1

Tabla 21: Densidades 6pticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado la cetrimida (CE). Los pocillos en los que se ha
detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |13 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 | 27
TSB | 145 | 162 | 177 | 153 | 1,30 | 1,214 | 1,13 | 1,31 | 1,18 | 0,90 | 0,92 | 1,35 | 0,80 | 1,92 | 1,83 | 1.85 | 1,87 | 1.67 | 1,72 | 1,93 | 1,90 | 1,87 | 1.99 | 0,72
C5 | 153 | 147 | 170 | 154 | 1,03 | 111 | 1,52 | 1,53 | 1,47 | 1,37 | 1,00 | 1,20 | 1,27 | 1,01 | 1,71 | 1,97 | 1,88 | 1.61 | 1,66 | 1,90 | 1,96 | 1,76 | 1.96 | 0,58
c4 047 | 071 013 | 0,08 01« IIIIFEIE .- EEERAETA oo: |
C3 009 | 000 [IFEPIMECE .13 | 013 | 0,08 | 021 | 0,08 | 008 | 008 | 0,19 | 0,00 [FREM 010 [FEERERCIR ARt 0.1 FXARRCAEREN 000 |
C2 | 014 ] 013 | 031 | 025 ] 030 | 023 ] 014 | 028 | 011 ] 011 | 011 | 025 | 0,16 | 034 | 032 ] 024 | 018 | 0.26 | 0,30 | 0,35 | 0,39 | 0,18 | 0,36 | 0,11
Cl | 016 | 027 | 039 | 032 ] 031 029 ] 020 | 043 ] 017 | 017 | 017 | 0,34 | 0,20 | 0,36 | 0,41 | 025 | 026 | 035 | 0,35 | 0,36 | 043 | 023 | 0,37 | 0,16
200 | 005 | 005 | 005 | 005 | 006 | 005 ] 005 | 005 | 005 ] 005 | 005 | 005 | 0,05 ] 005 | 005 ] 005 | 0,05 | 005 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05

TSB|TSB | TSB|C5 |[C4 |C3 |C2 | C1

Tabla 22: Densidades Opticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado la clorhexidina (CH). Los pocillos en los que se
ha detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 26 | 27
TSB | 100 | 089 | 1,77 | 152 | 1,24 | 1,33 | 1,31 | 1,24 | 0,77 | 0,89 | 0,96 | 1,85 | 0,32 |
C5 158 | 147 | 111 | 000 [ERVHRSHRSTERYTA
C4 0,07 | 009 |JFH 0,09 | 013 | 0,10 | 010 ] ’O,TO,T
C3 036 | 039 | 041 | 045 | 049 | 043 | 041 | 045 | 040 | 042 0,39 | 0,36
c2 295 | 293 | 244 | 249 | 250 | 249 | 2,96 | 294 | 2,85 | 2,88 1,92 | 185
C1 201 | 201 | 196 | 203 ] 206 | 202 | 2,03 | 1,99 | 2,06 | 2,00 2,24 | 2,14
200 | 006 | 006 | 005 | 006 | 007 | 049 | 2,81 | 2,05 | 0,06 | 005 0,38 | 0,41

TSB | TSB|TSB|C5 |[C4 |C3 |[C2 | C1

Tabla 23: Densidades 6pticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado hexaclorofeno (HC). Los pocillos en los que se ha
detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.

58



1 2 3 21 |22 |23 |24 |25 | 26 | 27

TSB | 150 | 1,33 | 1,76 1,66 | 1,70 | 1,86 | 1,97 | 1,91 | 1,89 | 1,08

162 | 168 | 1,86 | 1,79 | 1,76 | 1,87 | 0,66

: 1,36 | 1,53 | 0,12 | 0,55 | 1,04 [EXYREE
C3 011 | o010 |[JEER 1,89 | 1,90 | 0,21

C5 1,02 | 0,84 | 1,69

I o.: | oo [EFE

o
™
o
o
™
=}
©
©
N
©
=
)

C2 0,09 0,07 0,08 0,08 | 0,08 | 0,09 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,07 | 0,09 | 0,22 | 0,20 | 0,09 | 0,08 | 0,08 | 0,09 0,59‘ 0,65 0,07 | 0,08 | 0,33 | 0,08

Cl 0,07 0,08 0,09 0,09 | 0,09 | 0,09 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,08 | 0,10 | 0,09 | 0,10 | 0,10 | 0,09 | 0,09 | 0,09 | 0,09 | 0,09 | 0,10 | 0,10 | 0,09 | 0,08

200 0,04 0,05 0,05 0,05 | 0,05 | 0,06 | 0,05 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,05 | 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05

TSB| TSB | TSB|C5 |[C4 |C3 | C2 | C1 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,06 | 0,07 | 0,20 | 0,07 | 0,07 | 0,06 | 0,05 | 0,06 | 0,05

Tabla 24: Densidades 6pticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado hexadecil piridino (HDP). Los pocillos en los que
se ha detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.

PHMG

I
~
(o))
I
o]
w
U
(o))
o]
Un
©
w
U
o
=

C5 1,65 1,44 1,70 151 | 1,16 | 1,19 | 1,70 || 148 | 145 | 1,37 | 1,21 | 1,20 | 0,71 | 191 | 1,72 | 194 |185 | 159|163 | 188 | 184 | 1,72 | 1,89 | 1,15
c3 016 | oa1 026
C1 0,09 0,11 0,31 0,16 | 0,18 | 0,19 | 0,12 | 0,21 | 0,21 | 0,23 | 0,21 | 0,29 | 0,12 || 0,27 | 0,34 | 0,23 | 0,21 | 0,20 | 0,19 | 0,23 | 0,41 | 0,23 | 0,35 | 0,10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |13 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27
1,99
C4 146 | 130 | 167 | 151 ] 127 ] 138 ] 154 ] 148 ] 142 ] 137 | 071 [FEEN
0,38 | 1,18 | 0,59 0,13
200 | 005 | 005 | 006 | 005 | 005 | 0,05 | 0,04 | 005 | 005 | 005 | 005 | 005 | 0,06 | 0,04 | 004 | 0,04 | 004 | 0,04 | 0,22 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05

TSB | 155 | 162 | 1,75 | 151 | 1,35 | 1,24 | 135 | 1,33 | 1,34 | 1,31 | 1,26 | 095 | 1,16 | 1,90 | 1,85 | 1,89 | 1,89 | 1,67 | 1,72 | 1,90
Cc2 010 | 011 | 0,28 022 | 019 | 011 | 019 | 011 | 011 | 042 | 0,24 | 0,15 | 0,29 | 0,35 | 0,24 | 0,22 | 0,19 | 0,18 | 0,27 | 0,55 | 0,15 | 0,36 | 0,10
TSB | TSB|TSB|C5 |C4 |C3 |C2 | C1

Tabla 25: Densidades 6pticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado polihexametil biguadinio (PHMG). Los pocillos en
los que se ha detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |13 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 | 27
TSB 14] 106 | 1,77 | 148 126 121 | 133 13] 128 076 | 07| 1.37 | 065 | 1,01 | 1,81 | 1,9 | 195|172 | 1,75 | 1,87 | 1,98 | 1,94 | 1,94 | 052
[ o005 | o00s| 006 006 | 006 006 | 006 | 015 007 | 007 ] 007 | 00s AR IR EA I
C4 006 | 007 ] 007 ] 007 006 007] 0,07 | 009 ] 007 0,06 ] 007 ] 0,08 ] 0,03 | 19 0,43

C3 : T T - I.
-009 | -0,12 01§ 0,16 0,16 | 0,22 | 0,02 | 0,23 | 0,01 | 0,07 | 0,02 | 0,17 |{eNoK!

c2 : 1 T T T :
-053 | -0,54 0,06 | 0,04 0 01) -041]039]) 048] 044 ] 033 ] 051 ] 0,04 ] 0,12 || 0,02 ekl 012
0,17 0,05

C1 1T 1. T T
-0,66 -0,7 | -048 | 0,69 | 0,78 | 0,65 | 0,46 | 045 | 0,45 | 0,53 | 0,39 | 0,38 | 0,05 | 0,07 . 0,03 , 0,03 | 0,05 | 0,01 | 0,06 | 0,01 | 0,04 | 0,04

200 | o006 | 005 | 005 | 0,06 | 0,06 | 055 | 1,68 | 1,88
TSB|TSB | TSB|C5 |[C4 |C3 | C2 | C1

Tabla 26: Densidades 6pticas obtenidas en la lectura de las placas en las que se ha utilizado el cloruro triclosan (TC). Los pocillos en los que
se ha detectado crecimiento estan representados en amarillo, mientras que las concentraciones minimas inhibitorias aparecen en rojo.
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5.2.3. Resumen de la susceptibilidad de las cepas a los biocidas.

Segun los datos reflejados en la tabla siguiente, en el cloruro de benzalconio
16 de las 24 cepas que se han aislado son tolerantes a dicho biocida, mientras que
las 8 restantes presentan mayor sensibilidad a su accion.

En el caso de la cetrimida, hay 17 cepas tolerantes a la accion de este bidcida

y 7 cepas serian sensibles al mismo.

Con la clorhexidina el nimero de cepas tolerantes disminuye, apareciendo 10
cepas tolerantes a su accién. El nUmero de cepas que son sensibles a la clorhexidina
aumenta hasta 14.

El hexaclorofeno es el Gnico biocida en el que no se encuentra ninguna cepa

tolerante puesto que todas han mostrado sensibilidad a la accion de este biocida.

En el hexadecil piridinio sigue siendo mas elevado el numero de cepas
sensibles que las cepas tolerantes. Encontramos 15 cepas sensibles frente a 9 que

son tolerantes a este biocida.

Con el polihexametil biguanidio ocurre a la inversa que en el biocida anterior.
En este caso 15 cepas del total han sido tolerantes mientras que las 9 restantes han

mostrado sensibilidad a la accién de dicho biocida.

Por altimo, en el caso del triclosan hay 12 cepas tolertantes y otras 12 cepas

sensibles.

De forma general, podriamos decir que los biocidas a los que las cepas han
presentado mayor tolerancia han sido el cloruro de benzalconio, la cetrimida y el
polihexametil biguanidio. Por el contrario, los biocidas frente a los que las cepas
habrian presentado menos tolerancia, siendo las cepas mas sensibles a su accion han
sido la clorhexidina, el hexadecil piridinio y habria 28 que destacar el hexaclorofeno
ya que todas las cepas se han mostrado sensibles a su accién. También cabe destacar
el caso del triclosan, en que la mitad de las cepas han sido tolerantes y la otra mitad

sensibles.

Del medio Muller-Hinton adicionado con cloruro de benzalconio se han aislado
15 cepas, de las cuales 8 son en general mas tolerantes al efecto de los biocidas

ensayados y 5 son mas sensibles. Las cepas 1, 2, 3 y 4, han sido aisladas en
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zanahoria. De forma general, las cepas 1y 2, son mas sensibles a biocidas mientras
que las cepas 3y 4 son mas tolerantes. Las cepas 5, 6 y 7 (aisladas en aguacate) en
general son sensibles, al contrario que las cepas 18, 19 y 20 (aisladas en zanahoria)
gue son tolerantes. Las cepas 21y 22 (aisladas en pera) junto a las cepas 24, 25y
26 (aisladas en espinaca) presentan también tolerancia a la mayoria de los biocidas.

Del medio Muller-Hinton adicionado con estreptomicina, en general, las cepas
8 (aislada en ciruela), 9, 10, 11 (aisladas en fresa), 13, 16 (aisladas en kiwi), 23
(aislada en pera) y 27 (aislada en fresa) son mas sensibles a la accion de los biocidas,
mientras que la cepa 17 (aislada en pera) es mas tolerante a la accién de los biocidas

ensayados.
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24 T T T S T S T
25 T T T S T S T
26 T T T S S T T
27 S S S S S S T

Tabla 27: Resumen de la tolerancia de las cepas a los biocidas. T= Tolerante;
S= Sensible.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las tablas 17 y 27, se puede
observar como las cepas 3, 4, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25 y 26 tienen un

comportamiento muy similar en presencia de biocidas y de antibiéticos.

6. DISCUSION.

La creciente resistencia adquirida a los antibiéticos y a los biocidas a traves de
la cadena alimentaria es objeto de preocupacion por el impacto que puede tener sobre
la salud de la poblacion. Los biocidas son utilizados en la industria alimentaria para
la desinfeccidn de los alimentos y la preocupacién por la utilizacidén de estos productos
es un tema que ha surgido recientemente (Ortega Motente et al, 2013). Por otra parte,
el uso de los antibidticos en la industria alimentaria esta muy restringido, sin embargo,

son muy empleados en el sector agricola (Landers et al., 2012).

Existe cierta inquietud debido a que se cree que la exposicion a estos agentes,
tanto biocidas como antibioticos, puede estar relacionada con la seleccién de

bacterias resistentes a estos ultimos.

Hay estudios en los que, tras el aislamiento de cepas bacterianas a partir de
alimentos, se ha hecho una identificacion previa, para después determinar el grado de
susceptibilidad a determinados antibiéticos y biocidas. Los resultados que obtuvieron
indicaron que las bacterias Gram-positivas, como Bacillus, Enterococcus vy
Sthapylococcus mostraban resistencia elevada a los biocidas. La presencia de estos
géneros, en concreto en la industria alimentaria, se utiliza como indicador de
contaminacion, por lo que estos resultados pueden ser muy significativos. En nuestro

estudio no hemos realizado una identificacién preliminar de las bacterias por lo que
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no podemos afirmar taxativamente si las cepas aisladas son resistentes o sensibles a
un antibiético o bien tolerantes a determinados biocidas. Sin embargo, si hemos
observado patrones generales de comportamiento mas o menos resistente, tolerante

o bien de mayor sensibilidad, en las cepas resistentes aisladas de vegetales.

Previamente ya se habian aislado cepas multirresistentes aisladas a partir de
alimentos y se habian identificado principalmente como pertenecientes al género
Pantoea y al género Enterobacter spp., esta multirresistencia se da en al menos 6
biocidas y 6 antibidticos. Los resultados que se obtuvieron en este estudio indicaban
gue la resistencia a los diferentes antimicrobianos, en bacterias Gram-negativas, se
podria atribuir principalmente a la presencia de bombas de flujo de salida o bombas
de exporte (Fernandez Fuentes et al., 2013). Si de alguna forma la resistencia a los
biocidas esta vinculada con la resistencia a antibioticos en determinantes genéticos
comunes, ademas de transmitirse estos microorganismos a lo largo de la cadena
alimentaria, también se pueden propagar estas resistencias a otros microorganismos,
ampliando el numero y la variedad de bacterias resistentes en el ambiente (Ortega
Morente et al., 2013). Ya se han descrito relaciones directas entre la tolerancia al
triclosan y la resistencia a cloranfenicol y a nitrofurantoina. Esta relacion apunta a que
la resistencia frente a estos compuestos puede compartir un mecanismo comun
(Romanova et al., 2006). En nuestro estudio, independientemente del tipo de bacteria
gue hayamos aislado, hemos encontrado cepas que presentan resistencia tanto a la
accion de los antibidticos como a la de los biocidas. Es mas, algunas de estas cepas
se ha observado que son tolerantes a la mayoria de los biocidas y resistentes a casi
todos los antibidticos empleados por lo que podriamos estar ante cepas

multirresistentes.

Por otro lado, un estudio ya ha descrito que la exposicion de Listeria
monocytogenes a concentraciones elevadas de cloruro de benzalconio provoco
determinadas mutaciones responsables de que la susceptibilidad de estas cepas

bacterianas a la gentamicina y a la kanamicina disminuyese (Romanova et al., 2006).

En estudios previos se ha confirmado la capacidad de las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas para adaptarse a los biocidas. Los biocidas a los que las
bacterias muestran mayor tolerancia son la clorhexidina y el cloruro de benzalconio,

con un 88.2% de adaptacion, pero también se han registrado valores algo mas bajos
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de resistencias, como es el caso del triclosan (53.9%), cetrimida (47.4%),
hexaclorofeno (35.5%) o el cloruro de hexaclorofeno (30.3%) (Gaeda et al., 2016 ;
Gadea et al., 2017). En nuestro caso, los resultados obtenidos han sido similares,
siendo los biocidas a los que mas tolerancia se ha detectado han sido el cloruro de
benzalconio, la cetrimida y el polihexametil biguanidio, mientras que el hexaclorofeno

ha sido el biocida frente al cual las cepas se han mostrado mas sensibles.

Por el contrario, estudios previos muestran que los antibiéticos frente a los que
las cepas presentan una resistencia mas elevada son ampicilina, sulfametoxazol y
tetraciclina (Gadea et al., 2017), mientras que nuestros resultados indican que el
antibidtico frente al que las cepas han mostrado una resistencia mas elevada es la

cefotoxina.

7. CONCLUSIONES.

1. Se han aislado un total de 24 cepas resistentes a diferentes antimicrobianos en
alimentos vegetales. De estas 24 cepas, 15 se han aislado en el medio Muller-
Hinton adicionado con cloruro de benzalconio y las 9 cepas restantes se han
aislado en el medio Muller-Hinton suplementado con estreptomicina.

2. En general, frente a todos los antibioticos se han obtenido resistencias de las
distintas cepas aisladas, pero el antibiotico al que mayor resistencia han
mostrado las cepas ha sido la cefoxitina seguida del cloranfenicol. Por otro lado
encontramos que las cepas se han mostrado menos resistentes a la accion del
meropemem.

3. El biocida al que mayor tolerancia han mostrado las cepas resistentes
previamente aisladas ha sido la cetrimda, seguido del cloruro de benzalconio y
del polihexametil biguanidio. Por el contrario, el biocida frente al cual todas las
cepas se han mostrado mas sensibles, es el hexaclorofeno. Dichas cepas
también se han mostrado sensibles a la accion de la clorhexidina y hexadecil
piridinio, aunque en menor grado.

4. Las cepas aisladas como tolerantes a cloruro de benzalconio que mas
resistencia han presentado a los antibiéticos, han sido las cepas 21 y 22
aisladas en peray 24, 25 y 26 aisladas en espinaca. Por otra parte, las cepas

aisladas como resistentes a estreptomicina que han presentado mayor
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resistencia a la accion de otros antibidticos son las cepas 17, aislada en pera 'y
27, aislada en fresa. La cepa que ha mostrado menor resistencia a los
antibioticos es la cepa 10, que ha sido aislada en fresa.

En el caso de los biocidas, las cepas que han mostrado una tolerancia mas
elevada de entre las aisladas en medio suplementado con cloruro de
benzalconio son las cepas 3, 4, 18,19 y 20, aisladas en zanahoria, 21 y 22,
aisladas en pera y 24, 25 y 26 aisladas en espinaca. Por otra parte, la cepa
aislada en el medio Miuller-Hinton, adicionado con estreptomicina que ha
mostrado una tolerancia mas elevada es la cepa 17, obtenida de pera. Las
cepas que se han mostrado mas sensibles frente a la accion de estos biocidas
se han aislado en el medio adicionado con estreptomicina. Estas cepas son la
8,9, 10y 11, aisladas en pera, la cepa 13, aislada en kiwi y por ultimo la cepa
27, aislada en fresa.

Por ultimo, cabe destacar algunas cepas especialmente resistentes y tolerantes
a los antimicrobianos ensayados. Son las cepas 3, 4, 17,18, 19, 20, 21, 22, 24,
25y 26, que han mostrado un comportamiento muy similar al ser enfrentadas

tanto a los biocidas como a los antibidticos.
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