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1. Resumen
El género Salmonella y Listeria monocytogenes son patdégenos que afectan

a la salud de personas y animales, este hecho produce la necesidad de
realizar tratamientos con antibiéticos. Su uso inadecuado es la principal
causa de resistencia antimicrobiana, lo que supone un problema en el
tratamiento clinico de enfermedades. En este contexto, el objetivo es evaluar
la sensibilidad antimicrobiana de diferentes cepas de Salmonella spp. y
Listeria monocytogenes aisladas de lacteos, ovoproductos y pescados. La
resistencia a antibiéticos se evalué segun el protocolo del CLSI, sobre 12
antimicrobianos seleccionados por su importancia en uso clinico. Los
resultados sobre las cepas de Salmonella spp. mostraron que el porcentaje
de resistencias vario en funcion del origen del aislado y se obtuvo que la
prevalencia fue en orden decreciente: ampicilina (29%), acido nalidixico
(21%), ceftriaxona (13%), amoxicilina- acido clavulanico (13%), tetraciclina
(12%), trimetroprim- sulfametoxazol (8%) y cloranfenicol (4%). Todas las
cepas de L. monocytogenes fueron resistentes a acido nalidixico y la
prevalencia de las resistencias fue en orden decreciente: acido nalidixico
(70%), ciprofloxacino (9%), ceftriaxona (7%), tetraciclina (4%), vancomicina
(4%), ampicilina (3%) y eritromicina (3%). La sensibilidad de las cepas de
Salmonella y L. monocytogenes a la mayoria de los antibidticos, concuerdan
en algunos casos con las restricciones de su utilizacion en ganaderia. Los
resultados también mostraron que ambos patdgenos presentaron
resistencias a acido nalidixico, tetraciclina y en menor porcentaje a
ampicilina y cefalotina. Ademas, se dieron 6 casos de multirresistencia: tres
cepas de Salmonella spp. y tres cepas de L. monocytogenes. Este hecho,
confirma la aparicion de cepas resistentes a antibidticos utilizados
habitualmente en clinica, lo que supone un problema de salud publica.

Resum

El genere Salmonella i Listeria monocytogenes son patogens que afecten a
la salut de les persones i els animals, aquest fet produeix la necessitat de
realitzar tractaments amb antibiotics. L'inadequat Us es la principal causa de
la resisténcia antimicrobiana, el que suposa un problema en el tractament
clinic d’enfermetats. En aquest context, I'objectiu es avaluar la sensibilitat
antimicrobiana de diferents cepes de Salmonella spp. i Listeria
monocytogenes aillades de lactes, ovoproductes i peix. La resistencia a
antibiotics es va avaluar segons el protocol del CLSI, amb 12 antimicrobians
sel-leccionats per la seua importancia en I'ds clinic. Els resultats de les
cepes de Salmonella spp. mostraren que el percentatge de resisténcies varia
segons l'oritge de laillat i es va obtindre que la preval-lencia en ordre
decreixent: ampicilina (29%), acid nalidixico (21%), ceftriaxona (13%),
amoxicilina- acid clavulanic (13%), tetraciclina (12%), trimetroprim-
sulfametoxazol (8%) i cloranfenicol (4%). L. monocytogenes mostra que



totes aquestes foren resistents a I'acid nalidixic i la preval-lencia fou en ordre
decreixent: acid nalidixic (70%), ciprofloxacino (9%), ceftriaxona (7%),
tetraciclina (4%), vancomicina (4%), ampicilina (3%) y eritromicina (3%). La
sensibilitat de les cepes de Salmonella i L. monocytogenes a la majoria dels
antibiotics, correspon en alguns casos amb les restriccions de la seua
utilitzacié en ramaderia. Els resultats també mostraren que els dos patogens
presentaren resistencies a l'acid nalidixic, tetraciclina i en menor percentatge
a l'ampicilina i a la cefalotina. A més, es donaren 6 cassos de
multirrésistencia: tres cepes de Salmonella spp. y tres cepes de L.
monocytogenes. Aquest fet confirma l'aparici6 de cepes resistents als
antibiotics utilitzats habitualment en clinica, que suposa un problema de salut
publica.

Abstract

Salmonella gender and Listeria monocytogenes are pathogens that affect
human and animal health, this fact produces the need of antibiotic treatment.
The inappropriate use of antibiotics is the main cause of antimicrobial
resistance, this means a problem in the clinic treatment of the illnesses. In
this context, the aim is to evaluate the antimicrobial susceptibility of different
strains of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes isolated from dairy
products, egg products and fish. The resistance was evaluated according the
CLSI, on 12 antimicrobials chose by importance in clinic use. Salmonella
spp. results, showed that the percentage of resistance varied depending on
the source of the strain and was obtained that the prevalence in decreasing
order was ampicilin (29%), nalidixic acid (21%), -ceftriaxone (13%),
amoxiciline- clavulanic acid (13%), tetraciclin (12%), trimetroprim-
sulfametoxazol (8%) y cloranfenicol (4%). L. monocytogenes showed that all
of them were resistant to nadilixic acid and the prevalence in decreasing
order was: nalidixic acid (70%), ciprofloxacin (9%), ceftriaxon (7%), tetraciclin
(4%), vancomicin (4%), ampicilin (3%) and eritromicin (3%). The Salmonella
and L. monocytogenes susceptibility to the majority of antibiotics, concur with
some restrictions used on farms. The results showed that both pathogens
presented resistance to nadilixic acid, tetracycline and in lower percentage to
ampiciline and cefalotine. Moreover, there were 6 multiresistances: three
strains of Salmonella spp. and three strains of L. monocytogenes. This fact
confirms the appearance of resistant strains to antibiotics normally used in
clinic; which means a public health problem.



2. INTRODUCCION

El género Salmonella posee alrededor de 2700 serotipos, que han sido
encontrados en diferentes ambientes y hospedadores, y que causan
salmonelosis. Esta enfermedad produce unos sintomas similares a los de
una gripe o como fiebre entérica, gastroenteritis y septicemia. En casos de
individuos inmunolégicamente comprometidos, ancianos o nifios puede
causar la muerte si no se trata con antibioticos (Begum et al., 2010, Ait
Melloul, 2001). Salmonella spp. es uno de los agentes bacterianos que mas
infecciones alimentarias causa en el mundo (Herikstad, et al. 2002). Como
los animales productores de alimentos son reservorios de Salmonella spp.,
la transmision de la enfermedad de los animales al ser humano se produce a
través de la cadena alimentaria (Angulo et al., 2000). La mayoria de los
brotes se han atribuido por de la ingesta de alimentos como huevos, carne,
pescado, verduras frescas y leche sin pasteurizar (Begum et al., 2010).

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva, capaz de originar
listeriosis en humanos, causando entre otras afecciones: encefalitis,
meningitis, septicemia, aborto y nacimiento prematuro. Afecta especialmente
a individuos inmunolégicamente comprometidos y a animales (mastitis,
diarrea y gastroenteritis) (Seeliger y Jones, 1986, Herman et al., 1995; Vela
et al., 2001; Siegman-Igra et al., 2002; McLauchlin et al., 2004; Aygun y
Pehlivanlar, 2006; Harake et al., 2009). Este microorganismo oportunista es
ubicuo en el medio ambiente, especialmente en material vegetal, suelo,
forraje y agua. Otros reservorios incluyen animales domeésticos y/o
infectados. La principal via de transmisién al hombre y a los animales, es a
través del consumo de alimentos contaminados (Gandhi y Chikindas, 2007,
White et al., 2002). Es importante destacar la capacidad de adaptacion de L.
monocytogenes a condiciones extremas como temperaturas entre 1 y 44°C,
con valores de pH de 5.0 y superiores, en medios con altas concentraciones
de sal y es relativamente resistente al secado y a la congelacion (Lovett,
1989). Brotes y casos aislados de Listeria monocytogenes han sido
asociados a diferentes tipos de alimentos contaminados, incluyendo repollo,
leche, paté, queso fresco, carne y pescados (Schlech, 2000).

Ambos organismos estan entre los principales causantes de muerte
asociada a infecciones alimentarias en los paises industrializados (EFSA,
2012). El nimero de casos confirmados de salmonelosis en 2010 en la
Union Europea fue de 112.524 y en Espafia 4.424. El ratio de notificaciones
de salmonelosis fue de 9,6 casos por cada 100.000 habitantes (OMS, 2013).
La incidencia de los casos de salmonelosis ha aumentado significativamente
en muchas areas del mundo en las ultimas décadas, particularmente desde
1980 (Meng y Doyle, 1998). En 2010 en la Union Europea el nimero de
casos confirmados de listeriosis fue de 1206 y el ratio de notificaciones de
listeriosis fue de 0,35 casos por cada 100.000 habitantes. (OMS, 2013). En
Espafa, el nUmero de casos confirmados de listeriosis en 2010 fue de 120 y
el ratio de notificaciones de listeriosis fue de 0,26 casos por cada 100000
habitantes, inferior al ratio europeo, (OMS, 2013).

Segun la EFSA ambas bacterias son consideradas como bacterias
zoonoticas, que son aquellas que causan infecciones y enfermedades y son
transmitidas de los animales al ser humano. Puede ser adquirida
directamente de los animales, a través de la ingestion de alimentos



contaminados u otras vias de contacto indirecto. Las bacterias zoonoticas
pueden desarrollar resistencia a antibidticos, principalmente por el uso de
antibioticos a niveles subterapeuticos en ganaderia (EFSA 2012, Korsak et
al., 2012 y White, 1998). Los antimicrobianos son usados terapéuticamente
en animales y humanos para controlar las infecciones bacterianas. Pueden
ser incorporados a través de la alimentacion al ganado y aves de corral a
niveles subterapéuticos como promotores del crecimiento (Miranda et al.,
2009). Desde enero de 2006 el uso de antimicrobianos como agentes
promotores del crecimiento en ganaderia ha sido prohibido en la UE con la
finalidad de reducir el nUmero de bacterias resistentes en animales de granja
(Regulacion (EC) No, 1831/2003). A pesar de su prohibicion, en estudios de
Korsak et al. (2012), han sido reconocidos fenotipos de resistencia a
antimicrobianos entre multiples patégenos zoonoticos, entre los que se
encuentra Salmonella entérica y Listeria monocytogenes (White et al., 2002).

La resistencia a antibiéticos, segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), es el fendmeno mediante el cual un organismo deja de verse
afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Los
microorganismos resistentes (bacterias, virus y algunos parasitos) son
inmunes a los efectos de los antimicrobianos, de modo que los tratamientos
habituales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden
transmitirse a otras personas. El uso inadecuado e irracional de los
antimicrobianos crea condiciones favorables a la aparicion, propagacion y
persistencia de microorganismos resistentes, que surge por mutacion del
microorganismo o0 por la adquisicion de genes de resistencia y
consecuentemente la transmisibn a los humanos como contaminante
alimentario (OMS, 2012, EFSA 2008 a, EFSA 2008 b, EFSA 2012). En los
altimos afios, ha sido una importante preocupaciéon a nivel mundial el
incremento de cepas bacterianas resistentes a los antimicrobianos, entre las
que se encuentra Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, y que pueden
ser transmitidas al ser humano a través de los alimentos (Busani, et al.,
2004, Gales et al., 2002). Mas de 25.000 pacientes en la Unién Europea
mueren cada afio por infecciones causadas por bacterias resistentes a los
antibioticos. Y cada vez mas se encuentran en los hospitales de la UE
patdgenos resistentes a los antibioticos. Lo que supone un problema que
afecta a la inocuidad alimentaria y un riesgo directo sobre la seguridad
alimentaria. Por ello, la Comisibn Europea plantea la resistencia
antimicrobiana como uno de los grandes desafios dentro del marco de las
politicas de salud, cambio demografico y bienestar (European Comission,
2013).

En este contexto se plantea el presente trabajo, con el objetivo de evaluar
la resistencia de diferentes cepas bacterianas de Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes previamente aisladas de alimentos de diferentes origenes:
productos lacteos, pescados y ovoproductos.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. CEPAS BACTERIANAS

Se Uutilizaron 26 cepas de Salmonella spp. y 49 cepas de Listeria
monocytogenes aisladas de alimentos de varios origenes: lacteos y
derivados, pescados y ovoproductos. Las cepas fueron proporcionadas por
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el Laboratorio de Salud Publica de Valencia, obtenidas de muestras del
Control Oficial de los Productos Alimenticios en la Comunidad Valenciana
entre los afios 2007 y 2011 y utilizando los métodos UNE- EN ISO
6579:2003 para la deteccion de Salmonella spp. y los métodos UNE- EN
ISO11290-1:1997, UNE- EN 1S011290-1:1997/A1:2005, UNE- EN
ISO11290-2:2000, UNE- EN 1S0O11290-2:2000/A1:2005 para la deteccién de
Listeria monocytogenes.

3.2. ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

3.2.1. Antibiogramas. Método disco-placa

Para la realizacion de los antibiogramas se utiliz6 el método del
antibiograma disco-placa del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSIl) que detalla el método para el estudio de las susceptibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. Se fundamenta en la difusion radial del
antimicrobiano a través del agar, formandose un gradiente de concentracion
en la que, transcurrido el periodo de incubacion (24h), se observa un halo de
inhibicién del crecimiento de la bacteria.

Existen, para cada antimicrobiano, unos diametros de inhibicion
estandarizados (CLSI, 2012), expresados en mm. La lectura de los halos de
inhibicion se interpreta como sensible (S), intermedia (I) o resistente (R)
segun las categorias establecidas por el CLSI, en referencia comparativa
con una cepa control de calidad; para Salmonella spp. se utilizé E.coli ATCC
25922 y para L. monocytogenes se utilizd Enterococcos fecalis ATCC 33186.

Los aislados que mostraron resistencia a tres 0o mas agentes
antimicrobianos fueron considerados como multirresistentes. Para la
realizacion del estudio se ensayaron 12 antimicrobianos seleccionados, por
su importancia en uso clinico, tras la realizacion de una busqueda
bibliografica. Se utilizaron las recomendaciones de Canton et al., (2007),
entre otros.

Para las cepas de Salmonella spp. se estudi6 la sensibilidad a amikacina
(AK, 30 ng), ampicilina (AMP, 10 pg), amoxicilina- acido clavulanico (AMC,
20/10 upg), trimetroprim- sulfametoxazol (SXT, 1,25/23,75 ug), ceftriaxona
(CRO, 30 ug), ciprofloxacino (CIP, 5 ug), cloranfenicol (C, 30 pg),
gentamicina (CN 10 ug), acido nalidixico (NA, 30 ug), tetraciclina (TE, 30 ug),
cefalotina (KF, 30 ug) y kanamicina (K, 30 ug). Para las cepas de Listeria
monocytogenes se evaluaron los mismos antibidticos excepto ceftriaxona y
kanamicina en su lugar se utilizaron eritromicina (E, 15 pg) y vancomicina
(VA, 5 ug); todos ellos de la marca comercial Oxoid.

3.2.2. Evaluacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se utiliz6 el método de gradiente antibiotico (E-test), un método
cuantitativo muy similar a la técnica de difusién en disco, con el que se
obtiene mediante lectura directa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).
Se define CMI como la minima concentracion de antibiético que en un
determinado periodo de tiempo predeterminado es capaz de inducir la
muerte in vitro del 99,9% de una poblacién bacteriana que es la
concentracion de antibiotico en la interfase entre bacterias en crecimiento y
bacterias inhibidas.




Se determind la CMI de aquellos antibidticos en las cepas que fueron
resistentes o de sensibilidad intermedia, segun el CLSI. Se utilizaron tiras
con un gradiente de concentracion (E-test, Biomérieux) para cada antibiético:
ampicilina (0,016- 256 pg/ml), amoxicilina-acido clavulanico (0,016- 256
pg/ml), trimetroprim- sulfametoxazol (0,002- 32 pg/ml), ciprofloxacino (0,002-
32 pg/ml), cloranfenicol (0,016- 256 pg/ml), acido nalidixico (0,016- 256
ug/ml), tetraciclina (0,016- 256 pg/ml), cefalotina (0,016- 256 pg/ml),
vancomicina (0,016- 256 pg/ml) y eritromicina (0,016- 256 pug/ml).

Ademas, para estudiar la disminucién de sensibilidad a las quinolonas
(Hakanen et al., 2005), en aquellas cepas que presentaron resistencia a
acido nalidixico, se estudié la CMI a otras quinolonas como ofloxacino
(0,002- 32 pg/ml) y levofloxacino (0,002- 32 pg/ml).

El control de calidad se hizo utilizando las mismas cepas de referencia
que en el método disco-placa (CLSI, 2012).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. SUSCEPTIBILIDAD BACTERIANA A SALMONELLA spp

4.1.1. Resultados de los antibiogramas de Salmonella spp.

El porcentaje de cepas sensibles en Salmonella spp. oscilo entre el
96,15% y el 73,07% (tabla 1). Se observo que el cloranfenicol seguido del
trimetroprim- sulfametoxazol fueron los antibiéticos a los que mayor
porcentaje de cepas de Salmonella spp. fueron sensibles.

Tabla 1. Porcentaje de cepas sensibles de Salmonella spp. a cada
antibiético estudiado.

Salmonella spp.
cloranfenicol C 96,2 %
trimetroprim- sulfametoxazol SXT 92,3 %
tetraciclina TE 88,5 %
cefalotina KF 88,5 %
amoxicilina- acido clavulanico AMC 88,5 %
acido nalidixico NA 80,7 %
ampicilina AMP 73,1%

La tabla 2 muestra los resultados del patrén de resistencias para las
cepas de Salmonella spp. segun su origen y niumero de cepas aisladas y
entre paréntesis el porcentaje que supone con respecto al total de cepas de
Salmonella spp. A la vista de los resultados, el patrén predominante fue la
resistencia a acido nalidixico, que lo presentaron un 15,4% de las cepas de
Salmonella spp. Ademas, el antibidtico que mas se repitié entre los patrones
de resistencia fue la ampicilina (AMP), presente en todos los origenes
estudiados (lacteos, pescados y ovoproductos), seguido de amoxicilina-
acido clavulanico (AMC), encontrado en lacteos y pescados. Se observa que
en todos los origenes Salmonella spp. presentd resistencia a antibiéticos
betalactamicos (AMP, AMC).



A partir de los resultados obtenidos, se puede decir, que el porcentaje de
cepas de Salmonella spp. que presentaron resistencia a uno 0 mas
antibiéticos varié en funcion de la procedencia de la cepa, siendo superior en
las procedentes de pescado (75%), seguido de ovoproductos (55,6%) y
productos lacteos (44,4%).

Tabla 2. Patron de resistencia en las cepas estudiadas de Salmonella spp.
para todos los origenes. AMP: ampicilina, SXT: trimetroprim-sulfametoxazol,
AMC: amoxicilina- acido clavulanico, TE: tetraciclina, C: cloranfenicol, KF
ceftriaxona, NA: acido nalidixico, CIP: ciprofloxacino

ORIGEN No (%) Patron de resistencia

2 (7,7)  |AMP

Pescado 2 (7,7) SXT
n=8 1 (3,8) AMP, AMC, TE, C
1 (3,8) AMP, AMC, TE, KF
Lacteo 1 (3,8) KF
n=9 1 (3,8) TE

1 (3,8) AMP, AMC, KF
1 (3,8) AMP, NA
Ovoproducto|  4(15,4) NA

n=9 1 (3,8) AMP
n: indica el nimero de cepas estudiadas.

Los resultados indican la existencia de tres cepas multirresistentes
(resistentes a tres o mas antibidticos) de Samonella spp., dos de ellas
procedentes de pescado y otra cepa de origen lacteo. En sus patrones de
resistencia se encuentra ampicilina (AMP), amoxicilina- acido clavulanico
(AMC) en los tres patrones de multirresistencia, tetraciclina (TE) y cefalotina
(KF) en dos de ellos y cloranfenicol (C) en un patrén. El incremento de la
resistencia a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol desde la década de los
80 puede atribuirse a la emergencia de multirresistencia en el serovar
Typhimurium (Van Duijkeren et al., 2003, Threlfall, 2002). Este problema se
agrava cuando la alimentacion de los animales productores de alimentos
contiene antibioticos, ya que se favorece la resistencia de Salmonella spp. a
los antimicrobianos y su potencial transmision al ser humano a través de la
cadena alimentaria (Begum et al., 2010).

Se evalu6 también la prevalencia de las resistencias en Salmonella spp.
en funcion del antibiotico estudiado, figura 1. La prevalencia resultd ser
heterogénea y los antibioticos que generaron mas resistencia en Salmonella
spp., en orden decreciente fueron ampicilina (29%) acido nalidixico (21%),
cefalotina (13%), amoxicilina- acido clavulanico (13%), tetraciclina (12%),
trimetroprim- sulfametoxazol (8%) y cloranfenicol (4%).

La resistencia antimicrobiana de Salmonella spp. varia en funcion del

alimento sobre el que se aisla la cepa y del pais de origen (Busani et al.,
2004, Bywater et al., 2004, Cetinkaya et al., 2008, Little et al., 2008, Miranda
et al., 2009). Los resultados del presente estudio son menores que los
obtenidos por Busani et al., (2004) en cepas de Salmonella spp. aisladas de
alimentos en Italia con un 61% de cepas resistentes a ampicilina, un 17% a
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cefalotina, un 4% a gentamicina, un 3% a kanamicina, 5% a amikacina, 11%
a trimetroprim- sulfametoxazol, un 47% de resistencia a cloranfenicol, un
70% de cepas resistentes a tetraciclinas. En cambio, los resultados de dicho
estudio fueron ligeramente inferiores para el acido nalidixico que present6 un
16% frente al 19,3% del presente estudio.

Figura 1. Prevalencia de las resistencias de Salmonella spp. en funcion del
antibiotico ensayado.

Aungque alimentos como la carne son considerados de mayor riesgo de
contaminacion por Salmonella spp. que otros alimentos (Bryan, 1980,
Escartin et al., 1999 y Jordan et al., 2006) los resultados evidenciaron que
pescados, lacteos y ovoproductos también pueden ser una importante fuente
de salmonelosis, como también obtiene en su estudio Miranda et al., 2009.

4.1.1.1. Cepas de Salmonella spp. procedentes de pescado

De las ocho cepas de Salmonella spp. procedentes de pescado y
alimentos de origen marino, solo el 25% manifestaron sensibilidad a todos
los antibi6ticos probados, y el 75% de las cepas de Salmonella spp. aisladas
de productos marinos fueron resistentes a uno o mas antibioticos.

El 50% de las cepas resistentes presentaron resistencia a ampicilina, el
25% a amoxicilina- acido clavulanico, tetraciclina y trimetroprim-
sulfametoxazol y el 12,5% presentaron resistencia a cloranfenicol y
ceftriaxona. Se observd que el 12,5% de las cepas presentaron resistencia
intermedia a ampicilina y no se observo resistencia intermedia a ningun otro
antibiético.

La prevalencia de las resistencias de las cepas de Salmonella spp.
procedentes de pescados se muestran en la figura 2. Se obtuvo una
prevalencia del 37% para ampicilina seguido, en orden decreciente por
trimetroprim- sulfametoxazol (18%), amoxicilina- acido clavulanico (18%),
tetraciclina (18%) y cefalotina (9%).
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Figura 2. Prevalencia de las resistencias de Salmonella spp. procedentes de

aislados en pescados.

4.1.2. Cepas de Salmonella spp. procedentes de lacteos y derivados

De las 9 cepas de Salmonella spp. procedentes de alimentos lacteos y
derivados, 4 de ellas manifestaron resistencia a uno o mas antibioticos, lo
que supone que el 44,4%, presentan resistencia y por consiguiente, el 55,6%
de las cepas de Salmonella spp. aisladas de lacteos y derivados fueron
sensibles a todos los antibiéticos probados.

Los resultados muestran que todas las cepas de Salmonella spp.
procedentes de alimentos lacteos y derivados fueron sensibles a
ciprofloxacino,  gentamicina, @ amikacina, = kanamicina,  ceftriaxona,
cloranfenicol y trimetroprim- sulfametoxazol. Por otro lado, el 22,2% de las
cepas manifestaron resistencia a ampicilina y a cefalotina, seguido del
11,1% de las cepas que presentaron resistencia a amoxicilina-acido
clavulanico, a &cido nalidixico y a tetraciclina. Resultados ligeramente
superiores fueron los obtenidos por Miranda et al. (2009) en cepas de
Salmonella spp. aisladas de productos lacteos con un 30% de las cepas
resistentes a ampicilina y un 30% de cepas resistentes a cefalotina; muy
superiores fue el porcentaje de cepas resistentes a tetraciclina con un 60%
frente al 14,5% obtenido en el presente estudio.

La figura 3 muestra la prevalencia de las resistencias en las cepas de
Salmonella spp. para cada antibidtico estudiado: la prevalencia de la
resistencia a ampicilina (AMP) y a cefalotina (KF) fue de un 28,6%, y la
prevalencia de la resistencia a acido nalidixico (NA) y a tetraciclina (TE) se
obtuvo que fue de un 14,3%. Se observa que la resistencia a betalactamicos
(AMP, AMC, KF) es la que presenta mayor nimero de cepas resistentes y
tiene mayor prevalencia que la resistencia a otros antibidticos, esto puede
asociarse a que el uso de esta familia de antibiéticos esta muy extendido en
ganaderia y se usa como aditivo en los piensos para el tratamiento clinico de
la infeccion en vacuno. Su uso como promotores del crecimiento esta
prohibido desde 1975 (Buxadé, 1995).
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Figura 3. Prevalencia de las resistencias en las cepas de Salmonella spp.
procedentes de aislados en productos lacteos.

4.1.3. Cepas de Salmonella spp. procedentes de ovoproductos

Los resultados evidencian que el 44,4% de las cepas de Salmonella spp.
procedentes de ovoproductos fueron sensibles a todos los antibioticos
ensayados. Cinco cepas presentaron resistencias, cuatro de ellas (44,4%) a
acido nalidixico y una (11,1%) a ampicilina. La prevalencia de resistencias
fue de 80% para el acido nalidixico y de un 20% para ampicilina. Resultados
muy similares a los obtenidos por Begum et al., (2010) donde las cepas de
Salmonella spp., aisladas de huevos solo presentaron resistencia a acido
nalidixico y a ampicilina y fueron sensibles a ceftriaxona, cefalotina,
tetraciclina, ciprofloxacino, gentamicina, cloranfenicol y kanamicina. La
prevalencia de resistencias en el estudio de Begum et al., fue del 75% para
acido nalidixico y del 25% para ampicilina, resultados muy similares a los
obtenidos en el presente estudio.

4.1.2. Estudio de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en cepas de
Salmonella spp.

En aquellas cepas que presentaron resistencia o sensibilidad intermedia,
a uno o mas antibioticos, se estudid la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) en pug/mL, como se muestra en la tabla 3. Los resultados del analisis
de la CMI revelan que la resistencia es muy alta en el caso del acido
nalidixico ya que todas las cepas que mostraron resistencia han dado la
maxima CMI a este antibiético (256 pg/mL), independientemente de que
estas cepas sean resistentes a uno o a varios antibioticos. Seguido de la
tetraciclina donde una cepa mostré la maxima CMI (256 pug/mL), aunque las
otras dos cepas también mostraron una resistencia elevada (96 pg/mL y 48
pg/mL).

Dos cepas procedentes de pescado (S0206 y S0211) presentaron una
resistencia muy elevada a ampicilina y a amoxicilina- acido clavulanico, con
la maxima CMI, 256 pg/mL. En este caso, coincidid6 que las cepas
presentaron un mismo nivel de resistencia a dichos antibiéticos. Esto resulta
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l6gico porque pertenecen al mismo grupo de antimicrobianos y por ello
tienen caracteristicas en comun. También se detectaron resistencias bajas a
estos antibidticos en cepas procedentes de pescado, lacteos vy
ovoproductos.

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL) de las cepas de
Salmonella spp. procedentes de pescados, lacteos y ovoproductos que
presentaron resistencia 0 susceptibilidad intermedia a uno o mas

antibiéticos.
Cepa | Origen | AMP | AMC | SXT | CIP C NA TE KF LV OF
S0206 P 256 | 256 48 48
S0107 P 1,0
S0108 P 1,5
S0610 P 32
S0710 P 32
S0211 P 256 | 256 256 4,0
S0210 L 3,0
S0310 L 15 0,25 256 0,38 | 0,75
S0309 L 96
S0110 L 2,0 2,0 2,0
S0209 (0] 0,19 256 0,25 | 0,75
S0410 (0] 15
S0311 (0] 0,19 256 0,25 | 0,75
S0411 (0] 0,19 256 0,38 | 05
S0412 (0] 0,19 256 025 | 05

Las letras P, L y O indican, pescados, lacteos y ovoproductos, respectivamente. Los
colores indican el grado de susceptibilidad de la cepa al antibiético: verde cepas
sensibles, amarillo resistencia baja, y rojo las que presentan un nivel de resistencia
alto (CLSI).

Las resistencias a trimetroprim- sulfametoxazol y a cloranfenicol fueron
altas segun la clasificacion del CLSI, de 32 y 48 pug/mL respectivamente. Las
cepas que presentaron resistencia a ciprofloxacino, levofloxacino vy
ofloxacino lo hicieron con un nivel bajo, con una CMI entre 0,19 y 0,75
ng/mL. La CMI de ciprofloxacino y de cefalotina en todos los casos fue baja
oscilando entre 0,19 y 4 ug/mL. Se observo que aquellas cepas que fueron
resistentes sélo a un antibiético, su CMI fue baja; como ocurre en el caso de
las cepas S0107, S0108, S0410 que tienen una CMI de 1,5 ug/mL para
ampicilina.

Los resultados de CMI muestran que aquellas cepas que son
multirresistentes y aquellas que son resistentes a varios antibioticos
presentan una CMI alta (segun el CLSI), como en el caso de la S0206 y la
S0211, ambas multirresistentes y aisladas de pescados; estas cepas podrian
considerarse como cepas de alto riesgo y muy peligrosas por ser muy
resistentes a varios antibioticos. Ademas, estudios de otros autores sefalan
que desde la década de los ochenta y principios de los noventa ha ido
aumentando la multirresistencia a antibidticos en Salmonella spp. en el
mundo (Lee et al., 1994 y Threlfall et al., 1993)

Las cepas que presentaron resistencia a acido nalidixico manifestaron
una resistencia muy alta a éste, y baja o sensibilidad reducida a otras
fluorquinolonas como el ciprofloxacino, el levofloxacino y el ofloxacino. Esto

12




puede deberse a la emergencia de nuevas cepas de Salmonella spp. que
son resistentes al acido nalidixico y muestran una sensibilidad reducida a
fluorquinolonas (Hakanen et al., 2005). Hakanen et al., (1999) sugirié que la
resistencia a acido nalidixico puede indicar un nivel bajo de resistencia a
ciprofloxacino. Con el presente estudio se observd que las cepas que
presentaron resistencia a acido nalidixico fueron aisladas de lacteos y
ovoproductos; es posible que entraran a la cadena alimentaria a partir del
nicho ecoldégico procedente de la ganaderia (vacuno y avicultura). Se
comprobd que existe reduccién de la sensibilidad a fluorquinolonas, ya que
aguellas cepas que mostraron resistencia a acido nalidixico también
presentaron resistencia a otras fluorquinolonas como: ciprofloxacino,
levofloxacino y ofloxacino. El incremento del descenso de la sensibilidad a
ciprofloxacino en Salmonella spp. puede deberse a que ciprofloxacino es el
antibiotico de primera eleccion en el tratamiento de la infeccién en clinica y
por el uso de antibidticos de la familia de las fluorquinolonas en avicultura
desde 1993 (Threlfall, 2002).

Se ha observado que en los ultimos afios ha aumentado la resistencia
de Salmonella spp. a los antimicrobianos. En un estudio realizado en
Espafa, Prats et al. (2000), revela que la resistencia de Salmonella spp. a
ampicilina incremento del 8 al 44%, la resistencia a tetraciclina del 1 al 42%,
la resistencia a cloranfenicol del 1,7 al 26% y la resistencia a acido nalidixico
del 0,1 al 11% en un intervalo de tiempo entre 7 y 10 afos.

4.1. SUSCEPTIBILIDAD BACTERIANA A LISTERIA MONOCYTOGENES

4.1.1. Resultados de los antibiogramas de Listeria monocytogenes

El porcentaje de cepas sensibles de Listeria monocytogenes oscild entre
el 99,87% y el 73,47% (a excepcion del acido nalidixico). Se obtuvo que
todas las cepas de L. monocytogenes, a excepcion de una de ellas, que era
de resistencia intermedia, manifestaron resistencia a acido nalidixico. Los
mayores porcentajes de cepas sensibles fueron a ampicilina, seguido de
eritromicina y tetraciclina, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de cepas sensibles de Listeria monocytogenes a cada
antibiético estudiado.

Listeria monocytogenes

ampicilina AMP 99,9 %
eritromicina E 95,9 %
tetraciclina TE 93,9 %
ciprofloxacino CIP 87,8 %
ceftriaxona KF 75,5 %
vancomicina VA 73,5 %
acido nalidixico NA 0,0%

En la tabla 5 se presenta el patron de resistencias de las cepas de
Listeria monocytogenes segun el origen del aislado y el porcentaje que
supone con respecto al total de cepas de L. monocytogenes.
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Se obtuvo que el patrén de resistencia predominante entre las cepas de
L. monocytogenes procedentes de los distintos origenes fue la resistencia al
acido nalidixico, que lo presentaron un 64% de las cepas, (44% pescado;
20% de productos lacteos). Ademas en los alimentos de origen lacteo se ha
obtenido que tres cepas son multirresistentes, dos de ellas a cuatro
antimicrobianos y una a cinco, con resistencias a acido nalidixico,
tetraciclina, ceftriaxona, vancomicina y eritromicina. En otro estudio realizado
por Conter et al. (2009) se obtuvieron resultados similares, donde lo que
predomina L. monocytogenes es la resistencia a un solo antibiotico y
ademas en su estudio, igual que en el presente, se detectd un aislado
multirresistente con resistencia a 5 antibiéticos (ciprofloxacino,
moxifloxacino, linezolid, vancomicina y trimetroprim- sulfametoxazol).

Tabla 5. Patron de resistencia en las cepas estudiadas de Listeria
monocytogenes. NA: acido nalidixico, KF: ceftriaxona, AMP: ampicilina, VA:
vancomicina, CIP: ciprofloxacino, E: eritromicina, TE: tetraciclina.

ORIGEN No (%)  |Patonde
resistencia
Pescado 22 (44) NA
s 2 (4) NA, KF
1(2) NA, AMP
10 (20) NA
1(2) VA
. 6 (12) NA, CIP
Liftzefs 12) NA, AMP,
- 1(2) NA, E, TE, KF
1(2) NA, TE, KF, VA
1(2) NA, E, TE, KF, VA
Vegetal
ng:2 2 (4) NA
Comida
preparada 1(2) NA
n=1
Horchata
iy 1(2) NA

n: indica el nimero de cepas estudiadas.

Se evalu6 también la prevalencia de las resistencias en L.
monocytogenes procedentes de pescado, lacteos y ovoproductos, en funcién
del antibidtico; los resultados indicaron que la prevalencia fue mayor para
acido nalidixico (70%), seguido de ciprofloxacino (9%), cefalotina (7%),
tetraciclina (4%), vancomicina (4%), ampicilina (3%) y eritromicina (3%)
(figura 4).

La prevalencia de las resistencias de L. monocytogenes a los antibiéticos
de primera eleccion para el tratamiento de listeriosis resultd ser
generalmente baja; siendo un 3% y 4% para ampicilina, vancomicina, y
eritromicina (véase figura 5) y nula para gentamicina y trimetroprim-
sulfametoxazol. Esto resulta ser positivo a la hora de combatir la listeriosis,
ya que la ampicilina y gentamicina se usan como tratamiento de primera
eleccion de listeriosis y trimetroprim- sulfametoxazol se usa como terapia de
segunda eleccién. Vancomicina y eritromicina se usan para el tratamiento de
listeriosis en mujeres embarazadas, (Charpentier y Courvalin, 1999)
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Figura 4. Prevalencia de las resistencias en Listeria monocytogenes en
funcién del antibidtico.

4.1.1.1. Cepas de Listeria monocytogenes procedentes de pescado

Se estudiaron 25 cepas de Listeria monocytogenes procedentes de
pescados y alimentos de origen marino. Se observé que todas las cepas
fueron sensibles a ciprofloxacino, gentamicina, amikacina, amoxicilina- 4cido
clavulanico, cloranfenicol, tetraciclina, trimetroprim- sulfametoxazol y
eritromicina. Todas las cepas fueron resistentes a nalidixico, dos cepas
presentaron resistencia a ceftriaxona (8%) y una a ampicilina (4%). Ademas,
algunas cepas manifestaron resistencia intermedia: dos cepas a ampicilina
(8%), siete cepas a ceftriaxona (28%) y cuatro cepas a vancomicina (16%).

4.1.1.2. Cepas de Listeria monocytogenes procedentes de lacteos y
derivados

Se estudiaron 21 cepas de Listeria monocytogenes procedentes de
alimentos lacteos y derivados. El 100% presentaron resistencia a uno 0 mas
antibiéticos. Un 33,3% de las cepas presentaron resistencia intermedia a
vancomicina, 28,57% a cefalotina y un 4,76% a ampicilina y a &acido
nalidixico.

Ademas, se comprobd que el 95,24% de las cepas de L. monocytocenes
procedentes de productos lacteos y derivados fueron resistentes a acido
nalidixico, seguido del 14,29% de las cepas que presentaron resistencia a
tetraciclina, cefalotina y a vancomicina. El 9,52% de las cepas presentaron
resistencia a eritromicina y el 4,76% a ampicilina.

Los resultados mostraron que todas las cepas estudiadas fueron
sensibles a gentamicina, amikacina, amoxicilina- &cido clavulanico,
cloranfenicol y trimetroprim- sulfametoxazol. Similares resultados fueron los
obtenidos por Harakek et al, (2009) en los que las cepas de L.
monocytogenes aisladas en productos lacteos, fueron sensibles a
gentamicina (93,34%) vy trimetroprim- sultametoxazol (83,33%). Esta
sensibilidad puede deberse al hecho de que estos antibidticos estan
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prohibidos para el tratamiento antimicrobiano en veterinaria o como
promotores del crecimiento (Klein et al., 1998).

Harakek et al, (2009), obtuvo valores de resistencia mas bajos, 20% de
cepas resistentes a tetraciclina y 26,66% de cepas resistentes a
vancomicina, frente al obtenido en el presente estudio de 14,29%.

Muchas bacterias Gram positivas son sensibles a antibidticos
glicopéptidos entre los que se encuentra la vancomicina. La resistencia a
este componente es una propiedad intrinseca de algunos patdgenos
humanos (Marco et al.,1998). El 14,29% de las cepas mostraron resistencia
a vancomicina, este valor puede considerarse alto al compararlo con el
obtenido por Conter et al. (2009) donde solo el 0,8% de las cepas mostraron
resistencia a vancomicina.

Tabla 6. Prevalencia (en porcentaje) de las resistencias y de las
susceptibilidades intermedias para cada antibiotico, en las cepas de Listeria
monocytogenes procedentes de productos lacteos y derivados.

Antibiotico Resistencias (%) Intermedia (%)
NA 52,8 10,0
CIP 16,7 0,0
TE 8,3 0,0
VA 8,3 20,0
KF 5,6 60,0

E 5,6 0,0
AMP 2,8 10,0

Se obtuvo que todas las cepas fueron sensibles a gentamicina,
amikacina, amoxicilina- &cido clavulanico, cloranfenicol y trimetroprim-
sulfametoxazol. La prevalencia de la resistencia de las cepas aisladas de
alimentos lacteos y derivados es de un 14%, seguido de la susceptibilidad
intermedia con un 4%; la prevalencia de la sensibilidad es de un 82%.

La prevalencia de las resistencias y de las susceptibilidades intermedias
en las cepas de L. monocytogenes por antibidtico se presentan en la tabla 6.
Destaca que la mayor prevalencia de la resistencia se debe a &cido
nalidixico (51%), seguido de, por orden decreciente, ciprofloxacino (16%),
tetraciclina (8%), cefalotina (8%), vancomicina (8%), eritromicina (6%) y
ampcilina (3%).

4.1.2. Estudio de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en cepas de
Listeria monocytogenes

En aquellas cepas que presentaron resistencia o sensibilidad intermedia,
a uno o mas antibidticos se estudid la Concentracidon Minima Inhibitoria,
(CIM) en pg/mL. La CMI permite cuantificar el nivel de resistencia de la cepa
a dicho antibiético. La tabla 7 se presenta la CMI de los antibiéticos en las
cepas de Listeria monocytogenes que presentaron resistencia o sensibilidad
intermedia.
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Tabla 7. Concentacion Minima Inhibitoria (ug/mL) de las cepas de Listeria
monocytogenes procedentes de pescados, lacteos y ovoproductos que
presentaron resistencia 0 susceptibilidad intermedia a uno o mas

antibiéticos.
Cepa | Origen AMP E CIP NA TE KF VA LV OF
L0106 P 0,5 256 0,38 15
L0206 P 0,5 256 0,38 1,5
L0306 P 0,75 256 0,5 1,5
L0406 P 0,75 256 0,5 2,0
L0506 P 0,5 256 0,75 1,5
L0606 P 0,5 256 0,38 15
L0706 P 0,5 256 0,5 1,5
L0107 P 0,75 256 1,0 0,5 1,5
L0407 P 0,094 1,0 256 0,5 1,5
L0507 P 0,19 0,38 256 1,0 0,38 2,0
L0109 P 0,75 256 1,5 1,0 2,0
L0209 P 0,75 256 0,75 2,0
L1009 P 0,75 256 0,5 2,0
L1109 P 0,5 256 0,5 1,5
L1209 P 0,75 256 0,5 1,5
L1309 P 0,75 256 0,38 1,5
L1409 P 0,75 256 0,5 1,5
L2009 P 0,75 256 1,50 0,5 1,5
L2109 P 0,75 256 1,50 0,38 1,5
L2209 P 0,75 256 0,5 2,0
L2309 P 0,50 256 0,5 1,5
L2409 P 0,50 256 0,38 15
L2509 P 0,75 256 0,5 1,5
L0110 P 0,75 256 1,50 0,5 1,5
L0111 P 0,50 256 2,00 0,5 1,5
L0207 L 0,50 256 0,5 2,0
L0307 L 0,75 256 0,5 1,5
L0707 L 0,75 256 0,5 1,5
L0108 L 0,75 256 0,5 1,5
L0309 L 8,0 256 15 1,0 4,0
L0409 L 4,0 256 0,75 0,75 3,0
L0509 L 3,0 256 1,0 1,0 4,0,
L0609 L 6,0 256 1,0 1,0 4,0
L0709 L 6,0 256 0,75 3,0
L0809 L 6,0 256 15 1,0 3,0
L0909 L 0,25 256 1,0 0,38 1,0
L1509 L 0,75 256 0,5 2,0
L1609 L 256 1,0 256 128 4,00 0,5 3,0
L1709 L 1,0 256 96 16,0 1,5 0,5 1,5
L1809 L 1,0 1,0 256 96 1,5 0,5 15
L0210 L 0,75 256 3,0 0,5 15
L0310 L 0,75 256 2,0 0,5 1,0
L0410 L 0,75 256 2,0 0,5 2,0
L0510 L 0,75 256 2,0 0,38 15
L0610 L 0,75 256 1,0 0,38 1,5
L1909 \Y 0,75 256 0,5 2,0
L0607 \Y% 0,75 256 0,5 1,5
L0806 H 0,5 256 0,5 1,0
L0112 CP 0,75 256 2,0 0,5 1,0

Las letras P, L y O indican el origen de la cepa (pescado, lacteo y ovoproducto
respectivamente). Los colores indican el grado de susceptibilidad al antibiotico; verde
sensibles, amarillo las que tras la realizacion del e-test se obtuvo que son de resistencia
baja, naranja de resistencia intermedia y en rojo las que presentan un nivel de resistencia
alto (CLSI).
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Se comprobd que la resistencia al acido nalidixico es muy alta en todas
las cepas de L. monocytogenes, ya que todas las cepas han dado la maxima
CMI a este antibidtico (256 pg/mL), independientemente de que estas sean
resistentes a uno o a varios antibiéticos. Seguido del acido nalidixico, se
observé que la resistencia a tetraciclina es muy alta en todas las cepas que
presentaron resistencia, pues el 75% mostraron la maxima resistencia, CMI
256 pg/mL, el 8,3% presentaron una CMI de 128 pg/mL y el 16% una CMI
de 96 pug/mL. Estas cepas fueron aisladas de productos lacteos y vegetales.
Se obtuvo que una cepa procedente de un producto lacteo presentd
resistencia alta a eritromicina, CMI 256 pug/mL.

En cuanto a la resistencia a ciprofloxacino, se obtuvieron 5 cepas con
resistencia alta, con valores de CMI entre 4 y 8 ug/mL, el resto de las cepas
manifestaron una resistencia baja. Se comprob6 que todas las cepas que
fueron resistentes a acido nalidixico presentaron susceptibilidad reducida a
ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino, del mismo modo a lo observado
entre las cepas de Salmonella spp. Se observd que existe una
correspondencia entre las cepas que manifestaron resistencia alta a
ciprofloxacino, también presentan una resistencia un poco mas elevada a
ofloxacino y levofloxacino que el resto de cepas, pero no se ha encontrado
bibliografia acerca de este fendmeno en L. monocytogenes. Se obtuvo que
la resistencia a cefalotina fue baja en todos los casos (CMI entre 0,75 pug/mL
y 1,5 pg/mL) excepto en un caso, la cepa L1709, que presentd una
resistencia intermedia, con CMI= 16 pg/mL. Solo dos cepas de L.
monocytogenes presentaron resistencia a ampicilina, que fue baja ya que
tienen una CMI de 0,094 pg/mL y de 0,19 pug/mL.

Las cepas que son multirresistentes L1609, L1709 y L1809 presentaron
una CMI alta para acido nalidixico y tetraciclina, una de ellas presentd
resistencia alta para eritromicina y otra intermedia para este mismo
antibiotico, otra de estas cepas presentd resistencia intermedia para
ceftriaxona y el resto resistencia baja, tal como se muestra en la tabla 7.

Del analisis de la sensibilidad a las quinolonas se obtuvieron nuevas
cepas multirresistentes, que presentan resistencia baja e intermedia a
ciprofloxacino, ofloxacino y levofloxacino. Estas cepas mutirresistentes
podrian considerarse como cepas de alto riesgo y muy peligrosas por ser
muy resistentes a varios antibioticos de grupos de importancia clinica.

5. CONCLUSIONES

El presente trabajo ha permitido comprobar que aproximadamente el
treinta por cien de las cepas de Salmonella spp y Listeria monocytogenes
procedentes de pescado, lacteos y ovoproductos, analizadas en control
oficial, han sido resistentes a uno 0 mas antibigticos.

El &cido nalidixico ha sido para ambas bacterias, el antibidtico con mayor
porcentaje de cepas resistentes, que puede indicar un aumento en la
resistencia a otras fluorquinolonas. Por otra parte, la CMI ha confirmado la
reduccion de la sensibilidad a fluorquinolonas en aquellas cepas que son
resistentes a acido nalidixico, lo que puede suponer un problema para la
eleccion del antibidtico en tratamientos clinicos.

La presencia de multiresistencias se ha confirmado en ambas bacterias.
En particular, Salmonella spp. presento resistencia a dos o0 mas antibioticos
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en dos cepas procedentes de pescado y una de lacteos y Listeria
monocytogenes en tres cepas aisladas en producto lacteos.
Los resultados obtenidos demuestran que la presencia de cepas de

Salmonella y L. monocytogenes resistentes a determinados antibioticos es
una realidad que llega al consumidor. Por otra parte, se puede observar un
aumento de la sensibilidad a algunos antibioticos, como la ceftriaxona, con
restricciones en su utilizaciébn en ganaderia. Lo que pone en evidencia la
necesidad de seguir tomando medidas en el sector primario para minimizar
las consecuencias clinicas y mejorar la efectividad de los tratamientos en
humanos.
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