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Introduccion

1 Introduccion

1.1  Antecedentes del tema.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos constituyen un problema de
salud publica creciente en todo el mundo. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) define a las enfermedades transmitidas por alimentos como el
conjunto de sintomas originados por la ingestion de agua y/o alimentos que
contengan agentes bioldgicos o sus productos (bacterias, virus, priones,
hongos, parasitos o toxinas) 0 no bioldgicos, tanto quimicos (plaguicidas o
metales pesados, etc.), como fisicos (cuerpos extrafios, contaminacién
radiactiva, etc.) en cantidades tales que afecten a la salud del consumidor en
forma aguda o cronica, a nivel individual o de grupo de personas. La
contaminacion puede producirse en cualquier punto de la cadena alimentaria,

desde la produccion al consumo de alimentos.

El informe estimacién de la carga mundial de las enfermedades de
transmision alimentaria publicado en 2015 por la OMS (OMS, 2015) es el
primero en ofrecer estimaciones completas sobre la carga de morbilidad
causada por treinta y un agentes contaminantes (bacterias, virus, parasitos,
toxinas y sustancias quimicas) a nivel mundial y regional. Esta organizacion
estima en este informe que en el afio 2010 se presentaron seiscientos millones
de casos de enfermedades de transmision alimentaria que causaron
cuatrocientas veinte mil muertes, de las que ciento veinticinco mil fueron de

menores de cinco afios.

Dentro de este amplio espectro de enfermedades que pueden ser causadas por
la ingesta de alimentos contaminados, las toxiinfeciones alimentarias son

aquellas enfermedades que ademas de ser transmitidas por los alimentos, son
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causadas por agentes bioldgicos o sus toxinas, y suponen uno de los peligros

mas importantes asociados al consumo de alimentos.

Hasta hoy, se han descrito méas de doscientos cincuenta agentes bioldgicos
causantes de diferentes de toxiinfecciones alimentarias (Carrasco et al., 2017),
aunque la OMS en su informe del afio 2015 establece entre otros, que los
microorganismos mas importantes a nivel mundial involucrados en este tipo
de enfermedades son diferentes bacterias (Salmonella spp., Campylobacter
spp., Escherichia coli enterohemorrégica, Listeria spp., Vibrio cholerae y
Shigella) y dos virus (norovirus y el virus de la hepatitis A).

Un informe publicado en febrero de 2019 por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y por el Centro Europeo para la Prevencion y
el Control de Enfermedades (ECDC), (EFSA-ECDC, 2019a) pone de
manifiesto que las bacterias que con mayor frecuencia se asocian a
enfermedades alimentarias en Europa son, Campylobacter spp., Salmonella
spp., Yersinia spp. y E. coli verotoxigénica. Ademas, el informe indica que,
por su especial peligrosidad y altos porcentajes de mortalidad, Listeria
monocytogenes ha adquirido una gran relevancia. Asimismo, este documento
pone de manifiesto que los antimicrobianos utilizados para tratar
enfermedades zoondticas como la campilobacteriosis y la salmonelosis, son
cada vez menos efectivos, apuntando al grave problema de la aparicién de

resistencias a antimicrobianos.

La via zoondtica supone una de las principales vias de transmision de
enfermedades a través de los alimentos. Segln el informe de la OMS
publicado en 2015, en 2010, de los seiscientos millones de casos de
enfermedades de transmisién alimentaria estimados, casi trescientos cincuenta
millones fueron causados por bacterias de origen animal. Campylobacter,

Salmonella, Listeria, o la familia de las Enterobacteriaceae, constituyen un
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grave riesgo para la salud tanto en los paises en desarrollo como también en
paises avanzados, como los paises de la Union Europea (UE) y Estados
Unidos (EEUU) (Chlebicz y Slizewska, 2018).

Estas enfermedades se han convertido en un importante problema en todo el
mundo Yy su impacto, no solo en la salud de la poblacién, sino también en la
economia de los paises, cada vez es mas importante. Los costes sociales y
econdmicos de estas enfermedades son dificiles de evaluar, ya que implican
no so6lo costes médicos de tratamiento y hospitalizacion y jornadas de trabajo
perdidas, sino también, en muchos casos, dafios irreversibles a las personas e

incluso la muerte (Hoffmann y Scallan, 2020).

En este contexto, la promocién de un alto nivel de seguridad alimentaria
jugaria un papel importante en el control de este tipo de enfermedades
(Rodriguez-L&zaro y Herndndez, 2018). Por ese motivo, las estimaciones
epidemioldgicas fiables sobre la carga de las enfermedades transmitidas por
los alimentos son importantes para evaluar el potencial impacto de las medidas
de seguridad alimentaria y asesorar a los responsables politicos sobre el uso
rentable de los recursos. Sin embargo, hasta hace poco no ha existido
informacidén global precisa y consistente sobre la mayoria de los agentes 0
patégenos transmitidos por alimentos contaminados (Torgerson et al., 2015).
Es maés, los resultados de las estadisticas por paises han tendido a confundir
en el momento de compararlos, ya que las informaciones han estado sujetas a
la efectividad de los sistemas de deteccion correspondientes; de ahi que una
incidencia mas alta no necesariamente obedeciera a un mayor problema de
seguridad alimentaria, sino a una mejor vigilancia (Rodriguez Torrens et al.,
2015; Sarno et al., 2021).

En Europa, la EFSA y el ECDC, por encargo de la Comision Europea,

recopilan y analizan los datos de todos los Estados Miembros en relacion con
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las zoonosis y elaboran el informe sobre fuentes y tendencias de zoonosis,
agentes zoonoticos y brotes de enfermedades de origen alimentario. El
objetivo es mantener un seguimiento continuo de la situacién epidemioldgica
de cada enfermedad para valorar la eficacia de las medidas preventivas puestas
en marcha (MAPAMA, 2018). Asimismo, y teniendo en cuenta el gran
problema actual derivado de las resistencias a antimicrobianos, la EFSA
también elabora anualmente un informe de la resistencia antimicrobiana en

bacterias zoondticas e indicadoras de personas, animales y alimentos.

En los altimos informes se recoge que, desde el afio 2005 hasta el 2019, la
campilobacteriosis es la zoonosis alimentaria mas frecuente en la UE, incluida
Espafia, seguida por la salmonelosis. Ademas, se hace referencia la infeccion
por cepas de E. coli productoras de toxina Shiga o Vero, considerada en 2019
la tercera zoonosis mas frecuente. Por otra parte, y dado el alto porcentaje de
mortalidad, se analiza la listeriosis observandose que la evolucion de la
enfermedad se ha mantenido estable en el periodo 2015-2019, pero la
presencia de Listeria excedio el limite de seguridad alimentaria de la UE
aprobado en alimentos listos para el consumo, y en este contexto, no podemos
olvidarnos del incremento de casos registrados en Espafia en 2019 y 2020
(EFSA-ECDC, 2021; MAPA, 2021).

En el afio 2018, se unieron treinta y ocho institutos de Salud Publica, Salud
Animal y Alimentos y la Asociacion Med-Vet-Net pertenecientes a
diecinueve paises, para formar el Programa Conjunto Europeo: One Health,
una red europea de excelencia para la investigacion de las zoonosis en general,
y en particular las transmitidas por los alimentos, la resistencia a los
antimicrobianos y las enfermedades emergentes. ElI concepto Una Salud
reconoce que la salud humana esta estrechamente relacionada con la salud de
los animales y el medio ambiente, y hace hincapié en la importancia de la

gestion de la seguridad alimentaria para abordar y establecer los objetivos
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sanitarios para la poblacion. Sera importante tener estimaciones fiables sobre
laincidencia de las enfermedades en general, y las zoonéticas transmitidas por
alimentos, en particular, y disefiar estrategias conjuntas para abordar el control

de las enfermedades de trasmision alimentaria (Bogvist et al., 2018).

Tampoco podemos olvidar que los microorganismos resistentes a los
antimicrobianos susceptibles de ser transmitidos por los alimentos,
constituyen un riesgo para la salud publica. La monitorizacion de las
resistencias a los antimicrobianos en la cadena alimentaria viene desarrollada
en unaamplia legislacion, tanto a nivel comunitario europeo, como en nuestro
ordenamiento juridico, estableciendo la obligacién, por parte de las
autoridades competentes, de recoger y analizar datos comparables sobre la
resistencia a los antimicrobianos desarrollada por los agentes zoondticos
presentes en los alimentos y los animales, en la medida en que dichos datos
supongan un riesgo para la salud publica, e incluir dicha informacion en el
Informe de Fuentes y Tendencias de Zoonosis que se ha de enviar anualmente

a la Comision Europea.

De este modo, y como consecuencia del plan estratégico y de accion para
reducir el riesgo de seleccion y diseminacion de las resistencias a los
antimicrobianos establecido por la Comisién Europea, el ECDC, la EFSA 'y
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), en el afio 2013 se publicé la
Decision 2013/652/UE, sobre el seguimiento y notificacion de la resistencia
de las bacterias zoondticas y comensales a los antibidticos (DOUE, 2013),

gue ha constituido la base esta Tesis.
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1.2 Antimicrobianos y resistencias.

La sifilis, anteriormente denominada morbus italicus, hispanicus, germanicus
o gallicus, fue bautizada en 1530 con su nombre definitivo en honor al
Syphilus, protagonista de la poesia Syphilis sive de morbo gallico (Sifilis o de
la enfermedad francesa), publicada por el médico veronés Girolamo
Fracastoro (Simmons, 2002). En esta época y hasta comienzos del siglo XX,
los pacientes afectados de sifilis eran tratados con sales de mercurio (Barrio,
2000). El tratamiento frente a la sifilis hizo evidenciar la expresion Graviora
guaedam sunt remedia periculus o Es peor el remedio que la enfermedad, ya
gue las sales de mercurio son eficaces frente al microorganismo causante de
la enfermedad, pero también son téxicas para las células humanas y animales
(Turnes, 2005).

A principios del siglo XX, el médico aleméan Paul Ehrlich dio con el primer
tratamiento eficaz contra la sifilis, el salvarsan. La eficacia de este tratamiento
residia en el principio fundamental de la quimioterapia, la toxicidad selectiva.
De este modo Ehrlich, basandose en el comportamiento de los colorantes,
sintetiz6 el primer compuesto menos téxico para las células humanas,
convirtiéndose en el padre fundador de la quimioterapia (Garcia-Sanchez et
al., 2010). El 4 de septiembre de 1906, Paul Ehrlich public6 un articulo donde
el término quimioterapia, haciendo referencia a la toxicidad selectiva, era
nombrado por primera vez (PEI, 2005). El investigador bas6é sus
observaciones en la posibilidad de que el atoxil o acido arsalinico, pudiera
cambiar su estructura in vivo, ya que en ensayos in vitro no tenia eficacia. Asf,
en 1907 establecid junto al quimico organico Alfred Bertheim la sustancia con
estructura correcta derivada del atoxil, y tras seiscientas seis pruebas, dieron
con la definitiva, a la que se le atribuyé como nombre comercial salvarsan

(del latin salvare, y del aleméan arsenic), cuyo significado es arsénico que
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salva (Sarbu et al., 2014). En esta época, también Ehrlich, comenzé a describir
las resistencias a los antimicrobianos, ya que, tras la administracion de las
dosis iniciales, la respuesta a las siguientes dosis era menor. De este modo,
presupuso gque podria perderse la afinidad entre la sustancia sintetizada y el
microorganismo. Apunto, ademas, que el fendmeno de las resistencias se

transmite y se mantiene durante generaciones (Garcia-Sanchez et al., 2010).

El siguiente gran avance en este campo se produjo en los afios 30, cuando el
médico alemén Gerhard Domagk, descubrid las sulfonamidas, que resultaron
ser las precursoras de las sulfamidas, antimicrobianos sintéticos (Leisner,
2020). Ambos descubrimientos dieron comienzo al importante campo de la

quimioterapia.

Por otro lado, se abord6 el campo de los antimicrobianos naturales, con el
descubrimiento de la penicilina, el primer compuesto obtenido de manera
natural con actividad antimicrobiana, cominmente denominados antibiéticos
(Leisner, 2020). Alexander Fleming, médico escoceés, se interesd durante su
carrera de investigador en la accién bacteriana natural de la sangre. Ademas,
en uno de sus experimentos observd, cémo un hongo del género Penicillium
inhibia el crecimiento de Staphylococcus aureus, ya que de manera causal
habia contaminado su cultivo. Este antibiético fue bautizado como penicilina,
en honor al Penicillium notatum. El gran hallazgo fue publicado en el British

Journal of Experimental Pathology en el afio 1929 (Fleming, 1929).

El descubrimiento de la penicilina pronto fue seguido de gramicidina,
estreptomicina y una matriz de antibidticos pertenecientes a diferentes clases
quimicas y con diferentes actividades biol6gicas. Se pensaba que las
enfermedades infecciosas habian sido controladas, y la magia de los
antibioticos continud durante la mitad del siglo XX, llamado la era dorada de

la quimioterapia con antibi6ticos (Leisner, 2020).
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Inicialmente, cuando se introdujeron en la practica clinica, en la década de
1940, los antibidticos fueron extremadamente eficientes para eliminar las
bacterias patogenas, lo que llevé a muchos a creer que las enfermedades
infecciosas se convertirian en un problema del pasado y, finalmente,
desaparecerian de toda la poblacion. Sin embargo, la aparicién de una rapida
diseminacion de microorganismos resistentes a numerosos antibidticos reflejo
la falta de conocimiento sobre los procesos evolutivos y ecoldgicos de los
ecosistemas microbianos. Las bacterias, como cualquier otro organismo vivo,
evolucionan cuando se introduce una presion selectiva, por ejemplo, los
antibioticos, dadas las condiciones de tiempo, herencia y variabilidad
(Aminov, 2009; Merrikh y Kohli, 2020).

Se trata de un ejemplo de evolucién darwiniana, donde los individuos méas
aptos son los que sobreviven, es decir, los microorganismos han conseguido
adaptarse y en ocasiones incluso superar la barrera de los antimicrobianos. En
las ultimas décadas se ha generalizado el uso de esta clase de farmacos tanto
en clinica humana, como en animales de granja, e incluso en agricultura, lo

gue ha repercutido en toda la cadena ecoldgica (Polo et al., 2020).

1.3  Historia de las resistencias a antibioticos.

La Real Academia de la Lengua Espafiola indica que el significado de la
palabra resistir es el hecho de oponerse a una accién determinada; si esto lo
trasladamos al ambito que estamos tratando, podriamos hablar de resistencia
a los antimicrobianos como la oposicion de los microorganismos a ser
combatidos por estos. Por lo tanto, concluimos que, la resistencia bacteriana
a los antimicrobianos se define como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir en presencia de concentraciones de antimicrobiano que inhiben o

matan a otras de la misma especie (Alos, 2015).
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En general, los antimicrobianos actlan seleccionando las cepas resistentes, es
decir, seleccionando aquellos microorganismos que mediante diferentes
eventos genéticos y bioquimicos hayan adquirido resistencia a este tipo de
sustancias. Esto se reconocié al poco tiempo de que estos farmacos
comenzasen a emplearse clinicamente, por consiguiente, el incremento de
cepas resistentes es significativo desde la aparicion de los primeros

antimicrobianos y sus posteriores modificaciones (Leisner, 2020).

Es llamativo el hecho de que en la década de los 80 se comercializaran
antibiodticos con mecanismos de accion diferentes a los iniciales, lo que podria
indicar que surgieron a raiz del problema de la aparicion de resistencias a los
usados como primera linea de accioén. De hecho, poco tiempo después del
descubrimiento de la penicilina, en 1946, como se ha comentado
anteriormente, Fleming alerté al mundo sobre las consecuencias de este
fenébmeno expresando: No existe, probablemente, ninguna droga
quimioterapéutica para la cual una bacteria en circunstancias apropiadas no
pueda reaccionar por alguna via adquiriendo resistencia (Cafini y Alou,
2006).

Si tenemos en cuenta que los quimioterapicos son farmacos con una
disponibilidad generalizada, relativamente seguros y un coste habitualmente
bajo, podemos entender el hecho de que sean los medicamentos que mas se
han utilizado de forma incorrecta a lo largo de la historia y hayan dado lugar
a uno de los problemas de salud publica mas graves (Habboush y Guzman,
2020; Morel et al., 2020).

Analizando cual ha sido la cronologia del descubrimiento de diferentes
antimicrobianos, resulta evidente que todos estuvieron incentivados por algo.
Ese algo fue una mezcla de motivos entre los que podemos destacar, por una

parte, la inquietud de los investigadores y de la industria y su afan por
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conseguir nuevos farmacos, pero, por otra parte, innegablemente, la aparicién
de diversos niveles de resistencias bacterianas también jugé un papel muy
importante (Figura 1). Esto gener6 una competencia entre los
microorganismos (generando resistencias y seleccionandose en pro de éstas)
y el hombre, que llevo a cabo la blsqueda de nuevos compuestos mas eficaces
y seguros para la lucha antimicrobiana. Si bien el hombre no ha cedido en su
lucha, los microorganismos tampoco lo han hecho, y estos dltimos han ido
sacando ventaja, lenta e inexorablemente (Errecalde, 2004). Valga en primer
lugar como ejemplo el caso de la penicilina. Si al poco de introducirse la
penicilina en la préctica clinica la gran mayoria de las cepas de S. aureus eran
sensibles, actualmente lo son menos del 5-10% (Fisher y Mobashery, 2020).
El fendmeno de resistencia a la penicilina fue descrito por Kirby (1944) poco
tiempo después de su descubrimiento, al relacionar la falta de respuesta de S.

aureus con la produccién de penicilinasa, que inicialmente no tenia.

Antibiotic Introduced Resistance Identified

e s} =
[ Cefotasime Zenicn rtent s

" Penicillin resistant N. gonorrhea
[ Crofiomacn

2011

L ey Azithromycin resistant N. gonorrhea

[ Ceftuidime avibactam ___ - a Cetaridime-avibactam resistance
K.pneumonice

Figura 1. Cronologia abreviada por afio de introduccidn del antibiético y organismo con
resistencia especifica identificada (Lai et al., 2022).
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Si nos centramos en otros compuestos, a principios de la década de los ochenta
del siglo XX todas las cepas de E. coli y Klebsiella penumoniae eran sensibles
a la cefotaxima en Esparia; hoy son resistentes el 13 y 16%, respectivamente.
Algo similar ocurrio con las fluoroguinolonas, ya que a mediados de la década
de los ochenta del siglo XX précticamente todas las cepas de E. coli
presentaban sensibilidad; mientras que hoy son resistentes el 34% (Alos,
2015).

A partir de entonces, es un hecho repetidamente comprobado que la
introduccidon de un farmaco antimicrobiano en la préactica clinica se sigue de
la aparicion de cepas resistentes al mismo, distintas de las que lo eran
inicialmente de manera natural (Hutchings et al., 2019).

Listado de prioridades de la
OMS de bacterias reslstentes a
antimicroblanos

Figura 2. Lista de la OMS de patégenos prioritarios agrupados en tres categorias segin
su resistencia a los antibidticos (Breijyeh et al., 2020).
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Actualmente la resistencia a los antimicrobianos representa una enorme crisis
de salud mundial y una de las amenazas mas graves a las que se enfrentan los
seres humanos en la actualidad. Algunas cepas bacterianas han adquirido
resistencia a casi todos los antibidticos (Breijyeh et al., 2020). En 2017, la
OMS publico una lista de patdgenos prioritarios resistentes a los antibiéticos,
patdgenos que representan una gran amenaza para los seres humanos y para
los que se necesitan con urgencia nuevos antibidticos (Figura 2). La lista se
clasifica segun la urgencia de necesidad de nuevos antibiéticos como prioridad
critica, alta y media, con el fin de orientar y promover investigacion y

desarrollo de nuevos antimicrobianos (OMS, 2017).

1.4 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

Son numerosas las causas por las cuales se adquieren resistencias en
poblaciones bacterianas. EIl desarrollo de la resistencia a los antibi6ticos se
produce a través de mecanismos de mutacion, transformacion, conjugacion
y/o transduccién, a través de dos vias: intrinseca y adquirida (Holmes et al.,
2016).

1.4.1 Mecanismos de resistencia intrinseca.

La resistencia intrinseca se desarrolla debido a la adaptacion evolutiva de las
bacterias a su entorno, a través de mutaciones de genes preexistentes
encontrados en los cromosomas de las bacterias, es decir, una resistencia que
de manera natural les permite un alto grado de adaptabilidad en el entorno
(Ventola, 2015). Se fundamenta en la produccién de enzimas que inactivan a
los antibidticos, o bien modificaciones que impiden la llegada de dicho

farmaco a su punto de accion, interrumpiendo de esta manera la funcién del
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antibiético. Durante este proceso evolutivo, los errores genéticos son
acumulados por las células bacterianas en sus genes (plasmidos o
cromosomas), Yy a través de la transferencia vertical de genes, transfieren estos
genes a las células de la progenie, causando resistencia intrinseca o innata
(Founou et al., 2016; Breijyeh et al., 2020). Algunas formas de resistencia

intrinseca son:

I.  Cambios en la permeabilidad de la membrana externa

Las bacterias pueden generar cambios en la bicapa lipidica, aunque la
permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en
las porinas, proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la
membrana externa, que son capaces de regular la entrada de algunos
elementos, por ejemplo, los antibidticos. Que las porinas disminuyan en
nlmero, 0 que alteren su estructura haciéndose mas estrechas, disminuira la
cantidad de antimicrobiano susceptible de entrar en la célula (Nikaido, 2003;
MacNair y Brown, 2020).

II. Bombas de expulsién

Actlan justo de manera contraria a las porinas. Son proteinas situadas en la
membrana citoplasmatica que se encargan de eliminar al medio extracelular
sustancias que han sido introducidas en el microorganismo. Podemos
encontrar incluso bombas de expulsién multidroga, capaces de expulsar
diferentes sustancias (Higgins, 2007; Alcalde-Rico, 2016).

I11. Modificacion enzimatica del antimicrobiano

Muchas bacterias son capaces de sintetizar enzimas que modifican de forma
especifica e irreversible los antibidticos. La actuacion puede llevarse a cabo
de dos formas claramente diferentes: la enzima puede inactivar el antibiético,

0 bien rompiendo los enlaces covalentes de su estructura, o bien modificarlo
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guimicamente por la adicién o sustitucién de radicales de su molécula
(Schwarz et al., 2017). Un claro ejemplo de este mecanismo son las -
lactamasas, que tienen la capacidad de hidrolizar el anillo B-lactdmico

ocasionando resistencia a los compuestos gque lo poseen (Lima et al., 2020).

IV. Modificacion de la diana de accién

Una alteracion en la diana del antibidtico acarreara la incapacidad de union
del antimicrobiano y, consecuentemente, la resistencia al mismo. Es el caso
de las modificaciones estructurales que afecta a las proteinas de union a
penicilina presentes en la pared bacteriana de algunas cepas resistentes a este
antibiotico (Miyachiro et al., 2019).

1.4.2 Mecanismos de resistencia adquirida.

Una cepa bacteriana puede adquirir resistencia mediante cambios precisos en
el propio cromosoma bacteriano (mutaciones) o bien mediante la transferencia
de material genético procedente de bacterias ya resistentes, plasmidos,
integrones o transposones (Iwu et al., 2020). Los genes de resistencia (genes-
R) pueden mantenerse en las bacterias originarias y su descendencia, lo que
se conoce como transmision vertical, o diseminarse de forma horizontal, entre
bacterias con una cierta relacion entre si (Alekshun y Levy, 2007; Liu et al.,
2020; Larsson y Flach, 2022).

Los mecanismos genéticos involucrados en una transferencia genética
horizontal incluyen: 1) la conjugacion por medio de elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones e integrones; 2) la transformacion de
ADN libre en el ambiente y 3) la transduccion por medio de bacteriéfagos.
Estos pueden ocurrir en el suelo, en el agua, en el sistema digestivo de

humanos y animales, asi como en los alimentos.
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La resistencia mediada por plasmidos se considera la via de difusion mas
importante clinicamente, debido a que los genes de resistencia se pueden
transferir tanto entre la misma especie como entre especies e incluso géneros
diferentes (Liu et al., 2020). Estos plasmidos de resistencia (factores de
resistencia, factores-R) son fragmentos de ADN extracromosOmico Yy
circulares que son incapaces de replicarse por ellos mismos. Contienen genes
que degradan los antibiéticos y modifican los sistemas de transporte de las
membranas. Los factores-R pueden contener uno 0 mas genes de resistencia a
uno o varios antibioticos, lo que se traduce en que la bacteria que contenga
dicho plasmido serd resistente a mas de un tipo de antibidticos, con distintos
mecanismos de accion (Alekshun y Levy, 2007; Martinez-Martinez y Calvo,
2010).

La transformacidn es la alteracion genética de una célula resultante de la
absorcién directa, incorporacion y expresion del material genético exdgeno,
mientras que la transduccién es un proceso de transferencia de genes mediado

por bacteri6fagos.

1.5  Desarrollo, transmision y diseminacion de resistencias.

Los microorganismos tienen una de las formas de vida més extendidas de
nuestro planeta, han demostrado una gran capacidad de adaptacion, y se han
encontrado en todos los ambientes posibles, incluso a presiones muy elevadas
0 temperaturas extremas (Kohli et al., 2020). Este hecho nos aporta
informacién acerca de su gran capacidad de adaptacién, ademas de su alta
capacidad de intercambio de informacidn genética y su alta tasa de replicacion
(Rodriguez-Rojas et al., 2013).

17



Introduccion

Si bien el uso terapéutico de antibidticos, seguido de la inevitable aparicion
de resistencias es un fendmeno moderno, estas moléculas y los determinantes
genéticos de la resistencia estaban en uso por microorganismos ambientales
mucho antes de que los humanos las descubrieran (Waglechner et al., 2021).
Existen estudios que demuestran que los genes de resistencia ya se
encontraban en bacterias medioambientales previamente al uso generalizado
de antimicrobianos por el ser humano. Por ejemplo, cuatro de cada treinta
cepas de E. coli que fueron liofilizadas en 1950 fueron resistentes a todos los
antibioticos testados cuando se cultivaron muchos afios después. Otro caso es
el de las cuatrocientas treinta y tres cepas de enterobacterias coleccionadas en
todo el mundo entre 1917 y 1952 (Coleccion Murray), de las cuales once
fueron resistentes tanto a ampicilina como a tetraciclina (Baker et al., 2015;
Bennett y Baker, 2019). Estos genes de resistencia pueden evolucionar una
vez son adquiridos por bacterias patdgenas o comensales del hombre o de
animales, sin olvidarnos que la presion selectiva que acarrea el uso masivo de
antibioticos en los ultimos setenta afios ha contribuido a la diversificacion

genética de los genes de resistencia (Windels et al., 2020).

Por otra parte, cada vez es mas frecuente la asociacion de diferentes
mecanismos de resistencia para la misma familia de antibiéticos en una misma
cepa, teniendo en cuenta el hecho que la prevalencia de la resistencia no solo
ha aumentado en bacterias causantes de infecciones, sino también en aquellas
inocuas para el hombre (D'Costa, 2011; Rodriguez-Rojas, 2013; Aarts y
Margolles, 2015).

Cuando empleamos antibidticos, estamos sometiendo a las bacterias a un
factor de estrés, las bacterias resistentes tendran la posibilidad de
multiplicarse, dando lugar a una poblacién de bacterias resistentes, y se habran
eliminado aquellas incapaces de resistir la accion del antimicrobiano. El

empleo incorrecto de los antibi6ticos ya sea por posologia incorrecta, no
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eleccion de la terapia adecuada, y en casos de mayor gravedad, por no tener
en cuenta las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas del
paciente en el metabolismo y eliminacion de dicho antibidtico, son procesos
clave para la aparicion y propagacion de resistencias (Rodriguez-Rojas et al.,
2013; Dodds, 2017).

Por otra parte, estudios recientes sugieren que los nuevos estandares
socioeconémicos y la creciente movilidad internacional, en definitiva, la
globalizacion, pueden desempefiar un papel muy importante a la hora de
explicar las tendencias geogréficas en la aparicion de microorganismos
resistentes a antibioticos, ayudando a su propagacion (Frost et al., 2019;
Larsson y Flach, 2022).

Son numerosas las vias por las que los microorganismos resistentes a los
antibidticos pueden diseminarse en el medio ambiente (Figura. 3). No
podemos olvidarnos de que los repetidos vertidos de antibidticos al medio
ambiente a través de las aguas residuales también pueden dar lugar a la
aparicion de cepas resistentes. En las depuradoras, por ejemplo, conviven
bacterias de origen ambiental, humano y animal, por lo que la seleccion y
posterior diseminacién de microorganismos y genes resistentes esta
garantizada (lranzo et al., 2018; Polianciuc et al., 2020; Larsson y Flach,
2022).

En las Gltimas dos décadas, el desarrollo de resistencias antimicrobianas como
resultado del uso agricola de antibidticos que podrian afectar al tratamiento de
enfermedades que afectan a la poblacion humana y que requieren intervencion
antibiotica, se ha convertido en un importante problema de salud publica
mundial (Manyi-Loh et al., 2018). Segin el ECDC, el uso agricola de
antibidticos es responsable de al menos el 20% de las resistencias a

antimicrobianos detectadas en humanos, siendo muchas las rutas
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documentadas por las cuales estos organismos se pueden transferir de las
granjas al hombre, aun sin entrar en la cadena alimentaria: uso de estiércol
como fertilizante, transporte de animales, a través de animales no

domesticados o de trabajadores agricolas, etc. (Makary et al., 2018).

Mar Actividades

Acuicultura - Lagos recreativas

)

Aguapotable o | Riosy
arroyos

— Aguapotable ——

= Tierra -=-— — —]
\ Tratamiento .Ag.E"tE,s
de aguas -— antimicrebianos
domésticos e
residuales " !
Efluentes agricolas / industriales

P F
Estiércol | [Rauna

salvaje

Alimentos de
origen vegetal:
aE s ' * Verduras
*  Frutas
_‘ * Cereales

¢ Otros

Alimentos de

; » oOrigenanimal: l
Piensol ¢ Cerdo RESISTENCIA
+ Oveja — -_. ANTIMICROBIANA
* Ganado EN HUMANOS
¢ Ternera

* Avesde corral
* Otros

SN

Animales de Contacto
compaiiia directo

Figura 3. Transmision de antibidticos y resistencia a los mismos en el medio ambiente
(Adaptada de Davies y Davies, 2010).

Cabe también destacar la relacion directa que existe entre el uso de
antimicrobianos en animales y la aparicion de resistencias en humanos.
Durante ocho décadas, el uso indebido y el abuso de antibi6ticos en animales
ha favorecido la propagacion de cepas resistentes a antimicrobianos, abriendo
otra via al problema, al poder actuar estos animales como reservorio y, por

tanto, como fuente de diseminacion y que da paso a la implicacion de los
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alimentos en la diseminacion de resistencias (Lees et al., 2020; Novais y
Freitas, 2020; Larsson y Flach, 2022).

1.6 Los alimentos como vehiculos en la transmisién de resistencias

antimicrobianas: La cadena alimentaria.

Durante las ultimas décadas, ha surgido una nueva preocupacidn con respecto
a la cadena alimentaria, ya que puede desempefiar un papel importante en la
transmision de bacterias resistentes, asi como genes de resistencia del reino
animal a los humanos. Varios estudios recientes destacan el papel de los
entornos de procesamiento de alimentos como posibles puntos criticos de
resistencias antimicrobianas, que contribuyen a este fenémeno de propagacion
(Bergspica et al., 2020; Larsson y Flach, 2022).

1.6.1 Uso veterinario de antibioticos.

No es incorrecto decir que los antibidticos se introdujeron en la produccion
animal por accidente. Después de la Segunda Guerra Mundial, la necesidad
de aumentar la produccion de alimentos llevd al uso de suplementos
vitaminicos, el &cido folico y las vitaminas D y B12 entre otros, ayudaron a
mejorar la salud animal en general. En 1946, Moore et al. publicaron que el
uso de quimioterapicos, como las sulfonamidas y la estreptomicina, junto con
una dieta suplementada con 4cido folico daba lugar a resultados inesperados
en el crecimiento de las aves de corral, en concreto pollos, observandose un
mayor crecimiento que cuando la dieta se complementd Unicamente con &cido
folico (Dodds et al., 2017).
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Actualmente, segin la OMS, el uso de antibidticos en animales se puede
clasificar en tres categorias principales: uso terapéutico, prevencion de
enfermedades y promocion del crecimiento (Patel et al., 2020). A pesar de
estos beneficios, existe una preocupacion considerable desde la salud pablica,
la seguridad alimentaria y las perspectivas regulatorias sobre el uso de
antimicrobianos en animales o productos destinados al consumo humano.
Hemos de saber que el tracto gastrointestinal de animales y humanos
representa un ecosistema extremadamente favorable para los intercambios de
los genes de resistencia entre bacterias que pertenecen a géneros tanto iguales
como diferentes, por lo que, si dichas bacterias llegan hasta este sistema por
la via de los alimentos, la diseminacién de las resistencias se puede favorecer

mucho mas (Maka y Popowska, 2016).

La propagacion de la resistencia a algunos antibioticos es particularmente
preocupante. Muchas clases de antibi6ticos utilizados en humanos
(médicamente importantes) se utilizan y se encuentran actualmente en la carne
de vacuno, lacteos, industrias porcina y avicola, etc. En los EEUU, las
industrias relacionadas con el ganado vacuno y porcino estan involucradas en
42% y 39%, respectivamente, de las ventas de antibidticos destinados a su uso
en animales productores de alimentos (Patel et al., 2020; Kovacevi¢ et al.,
2022). Valga como ejemplo el hecho de que la carne de animales de granja a
menudo contiene genes de resistencia activos contra betalactamicos de tercera
y cuarta generacion, que son cruciales en la medicina humana. El analisis
genético de cepas bacterianas y genes de resistencia detectados en animales
de granja, alimentos y los seres humanos ha evidenciado importantes

similitudes y caracteristicas genéticas comunes (Bennani et al., 2020).

Las bacterias portadoras de genes de resistencia pueden transmitirse a los
humanos directamente a través de cadena alimentaria por el consumo de

alimentos crudos y cocidos inadecuadamente, la manipulacién de alimentos
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crudos, por contaminacion cruzada con otros alimentos, o indirectamente a

través del medio ambiente (Bennani et al., 2020) (Figura 4).

% Jige

- oy

Uso de / Resistencia
antimicrobianos en antimicrobiana en
animales animales

Resistencia antimicrobiana
en humanos

Resistencia antimicrobiana y
plantas procesadoras de
alimentos

Figura 4. Relacidn entre el uso de antimicrobianos, la resistencia a los antimicrobianos, la
cadena alimentaria y las personas (adaptadas a Bennani et al., 2020).

Las evidencias sugieren que existe una correlacion entre la cantidad de
antimicrobianos utilizados en animales y el desarrollo de resistencias
asociadas a bacterias zoonoticas (Bennani et al., 2020), por lo que el contacto
con concentraciones subinhibitorias de antibidticos durante un tiempo
continuado, como agentes promotores del crecimiento, se ha convertido en
una amenaza cada vez mayor tanto para humanos como para animales, siendo
particularmente efectivo para la seleccion de cepas resistentes, habiendo

quedado demostrado que el uso de antimicrobianos en animales esta
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estrechamente relacionado con la aparicion de resistencias en humanos
(Wenguang et al., 2018; Kovacevi¢ et al., 2022).

Esta relacion entre la utilizacion de antibidticos en animales y la aparicion de
resistencias en humanos se ha investigado utilizando distintas
aproximaciones. La mayoria de los estudios se han centrado en las vias de
transmision de bacterias resistentes de animales a humanos, es decir, en
estudios de ecologia. Sin embargo, no podemos olvidar que, aunque en menor
medida, también existen estudios sobre la aparicion de resistencia en bacterias
y su impacto en los seres humanos (Larsson y Flach, 2022). Recientemente
Bennani et al. (2020) han analizado los vinculos entre el uso de
antimicrobianos en animales y la aparicion de resistencias en personas y en
estos mismos animales, demostrando la relacion entre ambos hechos. Es mas,
tomando como referencia diferentes estudios en distintos paises europeos
concluyen que las intervenciones para reducir el uso de antimicrobianos en
animales fueron efectivas para reducir la aparicion de resistencia en los

mismos, en la cadena alimentaria y en el hombre.

En el afio 2015, la EFSA, la EMA y el ECDC publicaron el primer informe
conjunto del Andlisis Interinstitucional de Consumo y Resistencia de
Antimicrobianos (ECDC-EFSA-EMA, 2015), centrado en el estudio de las
asociaciones entre el consumo de antibio6ticos en seres humanos y animales y
la aparicion de resistencia. En 2017 se publicé una segunda edicion de este
informe, cuyas conclusiones confirmaron el vinculo entre el consumo de
antibidticos y la aparicion de resistencia en humanos y animales. En Espafia,
el primer Informe JIACRA-ES (2017), apunta a la relacion positiva entre la
cantidad de antibidticos usados en personas y animales y el desarrollo de
resistencia en las bacterias de ambos y, en menor grado, a la relacion positiva
entre el uso de antibidticos en animales y la tasa de resistencia en bacterias de

origen humano, coincidiendo con las tendencias registradas en los informes
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europeos. Este documento hace especial mencién a la relacion entre el
porcentaje de resistencia a macrdlidos de cepas de Campylobacter jejuniy C.
coli de origen animal y el porcentaje de resistencia de las cepas de origen

humano.

1.6.2 Contaminacién de alimentos con bacterias y/o genes de resistencia

a los antimicrobianos.

La existencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos en el ambiente, en
el suelo, en el agua y en la materia fecal humana o animal, puede dar como
resultado la contaminacion de los alimentos. En los mataderos puede
producirse contaminacion fecal durante el proceso del sacrificio. Los
productos vegetales pueden contaminarse por el uso de agua de riego
contaminada con heces o con vertidos de aguas residuales, o al estar en
contacto con el suelo o fertilizantes que contengan desechos animales
contaminados con bacterias resistentes. En otras palabras, los alimentos y los
entornos de procesamiento de alimentos podrian ser reservorios y vehiculos
de transmisidn de las resistencias antimicrobianas a los seres humanos y
causar un impacto importante en la salud publica (Verraes et al., 2013; Hudson
etal., 2017).

Dentro de este contexto, también se deben considerar las précticas en la
manipulacién de los alimentos, en donde juegan un papel muy importante, no
solo el ambiente y de los utensilios utilizados, sino los manipuladores,
constituyendo un factor de riesgo critico en la cadena alimentaria (Campos et
al., 2015; Rajaei et al., 2021).
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1.6.3  Utilizacion de microorganismos en la industria alimentaria.

Durante el proceso de produccion de determinados productos alimenticios, se
pueden afiadir microorganismos que pueden contener genes de resistencia a
los antimicrobianos. Segun el efecto pretendido, estos microorganismos se
pueden clasificar en cuatro grupos: cultivos iniciadores, probidticos,
microorganismos bioconservadores y bacteriéfagos. El problema importante
es que estos microrganismos pueden contener de forma natural genes de
resistencia a los antibioticos y no deberian usarse en animales ni en humanos,

por lo tanto, deberian ser monitoreados cuidadosamente para su uso comercial.

En cultivos iniciadores se ha detectado que la resistencia a la tetraciclina es la
mas comuan, mientras que, entre las bacterias aisladas de alimentos
fermentados espontaneamente, se han encontrado resistencias a vancomicina,
tetraciclina, eritromicina y cloranfenicol. En el caso de Lactobacillus aislados
de quesos artesanales, asi como en diferentes cepas de bifidobacterias
probioticas, se ha mostrado una alta incidencia de resistencia a tetraciclina y

eritromicina (Verraes et al., 2013).

Los bacteriéfagos pueden utilizarse para inactivar patégenos transmitidos por
los alimentos. La literatura cientifica contiene descripciones del control de L.
monocytogenes en quesos blandos y de C. jejuni y Salmonella enteritidis en
piel de pollo por bacteriéfagos, S. aureus, E. coli O157:H7, Shigella spp. y
Cronobacter sakazkii, entre otros (Pérez Pulido et al., 2016; Gray et al., 2018;
Ramos-Vivas et al., 2021). La prevalencia de genes de resistencia a los
antimicrobianos en los bacteriéfagos se desconoce en gran medida. Sin
embargo, diferentes estudios muestran que los bacteriéfagos podrian ser
reservorios ambientales de genes de resistencia a los antimicrobianos
(Colomer-Lluch et al., 2011; Chen et al., 2022).
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Es necesario asegurarse de que los microorganismos afadidos
intencionalmente a los alimentos estén libres de genes transferibles de
resistencia a los antimicrobianos. En los EEUU., los microorganismos que se
afiaden para fermentar alimentos se evalUan sobre la base del principio de
calidad alimentaria o generalmente reconocido como seguro (GRAS:
Generally Recognised As Safe) (Mattia y Merker, 2008). En Europa, esta
evaluacion se realiza sobre la base del concepto de presuncion calificada de
seguridad (QPS: Qualified Presumption of Safety), que incluye una lista de
microorganismos que generalmente se consideran seguros para su uso. El
estatus QPS se otorga a un grupo taxonémico particular de microorganismos
utilizados en alimentos y piensos, sobre la base de la determinacion de la
identidad, la cantidad de conocimiento disponible, la posible patogenicidad y
el uso final, y actualiza los criterios de resistencia a los antimicrobianos
utilizados (EFSA, 2008; EFSA-BIOHAZ, 2021). En cuanto a los
microorganismos que se afiaden a los productos alimenticios, debe aplicarse
el Reglamento CE N° 258/97 sobre nuevos alimentos (EFSA, 2007). El uso
de bacteriéfagos como aditivos alimentarios esta prohibido, ya que hasta ahora

no se ha autorizado ninguna aplicacion dentro de la UE.

1.7 Control microbioldgico de los alimentos y su tratamiento en la

legislacion alimentaria.

El cambio de la concepcion moderna de la inocuidad de los alimentos de
reactiva a preventiva ha llevado a los gobiernos de todo el mundo a moverse
hacia enfoques basados en el control del riesgo, e involucrando a todos los
participes en la cadena alimentaria en el control y seguridad de los alimentos.

Esto en particular, requiere no sélo una legislacion adecuada, sino también la
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implantacion de programas de inspeccion de alimentos, priorizando los

controles en funcion de sus riesgos.

Este control oficial de alimentos puede considerarse una de las piedras
angulares en la produccion de alimentos inocuos y la promocion de la salud
publica, pero su eficacia es algo que dependera de los términos en que se

realicen estos controles (Svr¢inova y Janout, 2018).

La cuestion que se plantea es como llevar a la préctica esos controles. La
aplicacion més clara y concreta de la normativa debe apoyarse en la
implantacion de sistemas de vigilancia y control, de planes y procedimientos
de muestreo y de andlisis ajustados al Derecho Alimentario de la UE, siempre
midiendo los riesgos en funcion del tipo de producto alimenticio con el que se
trabaje. Las autoridades sanitarias, deben evaluar estos planes e implementar
programas y mecanismos de control y de andlisis de alimentos, al objeto de
verificar el cumplimiento de la legislacion vigente por parte de las empresas

alimentarias en relacion con estos aspectos (Radakovic, 2015).

Para llevar a cabo este compromiso, es necesario un marco de colaboracién a
nivel nacional e internacional, con roles y responsabilidades claros. Esta
cooperacion y colaboracién entre autoridades competentes podria desempefiar

un papel crucial en la eficacia del sistema de controles oficiales (FAO, 2010).

El Plan Nacional de Control Oficial de la Cadena Alimentaria es el documento
gue describe los sistemas de control oficial a lo largo de toda la cadena
alimentaria en Espafia, desde la produccién primaria hasta los puntos de venta
al consumidor final. Es completo e integral, y describe las actuaciones de
control oficial de las distintas Administraciones Publicas espafiolas (AESAN,
2019).

Dentro de este contexto, aspectos relativos a vigilancia de zoonosis y de

resistencias a antimicrobianos, se recogen anualmente a nivel europeo en el
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Informe de fuentes y tendencias de zoonosis, agentes zoonéticos y resistencia
antimicrobiana. Para aplicar este control, se ha utilizado como base legal la
Decision sobre el seguimiento y la notificacién de la resistencia de las
bacterias zoondticas y comensales a los antibio6ticos, de 12 de noviembre de
2013 (DOUE, 2013), sobre la cual se ha basado la realizacion de esta Tesis
Doctoral. Tiene como objeto y ambito de aplicacion el seguimiento y la
notificacion, a partir de muestras de determinadas poblaciones animales
destinados a la produccidn de alimentos y a partir de determinados alimentos,
de las siguientes bacterias:

- Enterobacterias: Salmonella spp. y Escherichia coli, como indicador
comensal.

- Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

- Bacterias Gram positivas: Enterococcus faecalis y Enterococcus

faecium, también como indicador comensal.
Asi como de la resistencia a los antibioticos que pudieran presentar.

En 2019, la EFSA publicé un informe cientifico en el que se recomendo
realizar adaptaciones especificas al actual sistema de vigilancia, para
garantizar la continuidad en la evaluacién de las futuras tendencias de las
resistencias a antimicrobianos a partir de 2021. Estas adaptaciones
recomendadas se refieren principalmente a las poblaciones de animales
productores de alimentos o a las categorias de alimentos que deben
muestrearse, al disefio del muestreo que debe seguirse, a las especies
bacterianas que deben someterse a ensayo para detectar las resistencias y a los
métodos analiticos que deben utilizar los laboratorios encargados de los

ensayos.

Teniendo en cuenta estas recomendaciones, y con el fin de adaptar los

controles a los cambios que se han producido en la sociedad durante los
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Gltimos afos, la UE, no s6lo derogé la decisién anterior a finales de 2020, sino
qgue ha publicado la nueva Decision de Ejecucion (UE) 2020/1729 de la
Comisidn de 17 de noviembre de 2020 relativa a la vigilancia y la notificacién
de la resistencia a los antimicrobianos de las bacterias zoonéticas y
comensales y por la que se deroga la Decisién de Ejecucion 2013/652/UE de
la Comisidn [notificada con el nimero C(2020) 7894], - Diario Oficial de la

Union Europea, de 19-11-2020, vigente actualmente.
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2  Objetivos

Teniendo en consideracion la Decision de la Unién Europea del 12 de
noviembre de 2013 sobre el seguimiento y la notificacion de la resistencia de
las bacterias zoonoticas y comensales a los antibi6ticos, el Objetivo Principal
de este trabajo ha sido establecer la resistencia y multirresistencia a
antimicrobianos de las diferentes cepas de microorganismos aisladas de
alimentos en la provincia de Valencia durante el periodo comprendido entre
2014-2017.

Para alcanzar el objetivo general de este trabajo se abordaron los siguientes

objetivos especificos.

o Determinar la prevalencia en alimentos de Salmonella spp., E. coli,
Campylobacter spp. y Enterobacter spp., en la provincia de Valencia
durante los afios 2014 a 2017.

e Estudiar la sensibilidad o resistencia de los microorganismos aislados a
diferentes antibi6ticos atendiendo a las recomendaciones de la normativa

europea.

o Determinar la frecuencia y distribucion de las resistencias o

multirresistencias antimicrobianas, asi como los patrones mas frecuentes.

e Establecer la relacion entre tipo de contaminacidn microbiana, resistencia

y multirresistencia a antimicrobianos con el tipo de alimento.
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3 Material y métodos

3.1 Toma de muestras, recepcion en el laboratorio y conservacion.

La toma de muestras se llevé a cabo por personal cualificado del Laboratorio

de Salud Publica, siguiendo la normativa vigente para cada tipo de muestras.

3.1.1 Aguas.

Las muestras para el analisis microbioldgico se obtuvieron a partir de pozos,
fuentes, manantiales, rios y de redes de abastecimiento publico con o sin
dep6sito intermedio, siguiendo las indicaciones establecidas en el Real
Decreto 140/2003. Para asegurar la no contaminacion con microorganismos
exogenos de las muestras a analizar, estas se recogieron en frasco estéril, sin
enjuagarse previamente, ni llenarlo en su totalidad, con el fin de dejar un
espacio de aire antes de cerrarlo, evitar las contaminaciones accidentales y
permitir la homogenizacion de la muestra antes del analisis.

A las muestras procedentes de aguas cloradas se les afiadio tiosulfato sddico
cristalizado segun especificaciones de la norma UNE-EN-ISO 1948:2006
(Calidad del agua. Muestreo para el analisis microbiol6gico), con la finalidad
de detener la accién del desinfectante y mantener viables los posibles

microorganismos presentes en las mismas.

Para poder garantizar la calidad de los resultados de los analisis realizados en
el Laboratorio de Salud Publica de Valencia, las muestras se llevaron al
laboratorio dentro de las 24 h siguientes a su toma, junto con la solicitud de
andlisis cumplimentada (tres copias: una para el Laboratorio, otra para el
Inspector Sanitario y la tltima para el Centro de Salud Pablica), especificando

los parametros de andlisis junto con una correcta identificacion de la misma,
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en donde se debia hacer constar: el municipio de recogida, c6digo y hombre
de infraestructura (pozos, depositos, fuentes, puntos de red, etc), fecha de la
toma de muestras, origen (red de abastecimiento, fuente, grifo, consumidor,
etc.), punto de muestreo (salida de pozo, depésito, punto red, etc),
temperatura, cloro libre residual detectado en ppm vy reflejar si se habia

adicionado tiosulfato.

Para poder garantizar la calidad de los resultados de los andlisis realizados en
el laboratorio, las muestras se procesaron en el momento de llegada, siendo
conveniente realizar la analitica antes de transcurridas 6 h desde la toma de
muestras, pero pudiendo demorarse el andlisis hasta 24 h, siempre y cuando
la muestra fuera conservada en condiciones de refrigeracion (2-8°C). Nunca

congelandose para este tipo de andlisis.

3.1.2 Alimentos.

En algunos casos los alimentos se recogieron en sus envases originales
perfectamente cerrados, y en el caso de que las muestras fueran porciones, se
utilizaron contenedores estériles de un tamafio adecuado y se tomaron en
condiciones de asepsia, utilizando como método de referencia la norma ISO
18593:2013. En este caso, la fraccién de alimento destinada al analisis
microbioldgico debia ser representativa de la totalidad de la muestra. Ademas,
para determinar el nimero de unidades de muestras que debian ser recogidas,
se utilizé como referencia el Anexo | del Reglamento n°® 2073/2005 de la
Comision de 15 de noviembre de 2005 relativo a los Criterios Microbiol6gicos
aplicables a los productos alimenticios. Los tipos de alimentos utilizados se

encuentran detallados en el Anexo Il.
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La admision de estas muestras en la Unidad de Registro se supedit6 al
cumplimiento de los diferentes criterios establecidos para su aceptacion:
muestras correctamente identificadas, transporte y conservacion adecuados,
cantidad de muestra recibida suficiente para su analisis y un nimero de

ejemplares ajustado a la legislacion.

Si todo era correcto, la muestra se llevaba a las unidades funcionales para
proceder a su analisis. En el caso de una verificacion incorrecta, la Unidad de
Registro se ponia en contacto con el inspector sanitario, responsable de la

toma de muestra, para que diese su conformidad a la anulacion de la misma.

Estas muestras, si procedian de alimentos perecederos no congelados, se
procesaron, en el momento de llegada al laboratorio, y si no era posible
realizar el analisis en un plazo menor a 6 h, se conservaron en refrigeracion
(2-8°C) hasta un méximo de 24 h. En el caso de alimentos perecederos

congelados, se mantuvieron en congelacion hasta el momento del analisis.

Si se trataba de alimentos no alterables, se almacenaron a temperatura
ambiente (15-30°C), protegidos de la humedad y de fuentes de contaminacién

hasta su analisis, y siempre antes de su fecha de caducidad.

3.2 Procesado de las muestras.
3.2.1 Aguas.

Siguiendo Real Decreto 902/2018, de 20 de julio, por el que se modifican el
Real Decreto 140/2003, para abastecimiento y control de calidad de agua
potable de consumo publico establece, como andlisis microbiolédgicos a
realizar, las determinaciones de coliformes totales, coliformes fecales y

estreptococos fecales, asi como el nimero de cada una de ellas.
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Segun esta normativa, para la deteccién de microorganismos a partir de las
muestras de agua se utilizé el método de filtracion por membrana. Esta técnica
se basa en hacer pasar la muestra de agua problema mediante vacio a través
de un filtro de membrana microporosa con un tamario de poro de 0.45 micras,
y manteniendo siempre las condiciones de esterilidad necesarias para evitar la

contaminacion de la muestra con microorganismos exdgenos.

Este método permite analizar muestras con volumenes relativamente grandes,
guedando retenidos los microorganismos sobre la membrana. Posteriormente
el filtro fue colocado en un medio de cultivo especifico para el
microorganismo o tipo de microorganismos que se desea determinar en la
muestra, incubando durante 24 h a 37°C para la busqueda de coliformes totales
y E. coli y para estreptococos fecales durante 48 h a 37°C.

3.2.2 Alimentos.

Debido a la falta de homogeneidad en la distribucion de los microorganismos
en un gran namero de alimentos, en general el procedimiento cominmente
empleado para el aislamiento y recuento de los microorganismos consiste en
la preparacion de una suspension homogénea de alimento, y por lo tanto de
microorganismos, que permita la preparacion de las diluciones que
posteriormente podran ser utilizadas en diversos métodos de recuento. Para la
preparacion de esta suspensién inicial, los diluyentes utilizados fueron
solucion de peptona, solucién salina de peptona y agua de peptona tamponada
(Anexo I).

La homogenizacion de las diferentes muestras, utilizando siempre el peso o
volumen determinado en la legislacién, se consiguié con homogenizadores

peristalticos tipo Stomacher, realizandose posteriormente diluciones seriadas,
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destinadas a reducir el nimero de microorganismos por unidad de volumen,
para permitir, tras la siembra e incubacién, la observacion de cualquier
crecimiento tanto en medios liquidos o en medios sélidos (recuento de

viables).

Ademas, segln el tipo de alimento a analizar se realizaron una serie de

manipulaciones previas con el fin de garantizar la idoneidad del anélisis:

- Alimentos congelados: se descongelaron antes de su procesamiento, a
temperatura ambiente durante 3 h como maximo o a temperatura de

refrigeracion (2-8°C) un méaximo de 24 h.

- Alimentos &cidos: se ajustaron a un pH neutro usando diluyentes con un
indicador de pH incorporado, evitando asi, la necesidad de emplear y

esterilizar sondas de pH.

- Productos con alto contenido en grasa: se utilizaron agentes
surfactantes para la preparacién del alimento con alto contenido en grasa
(més del 20% del alimento), como Tween 80 (entre 1g/L hasta 10g/L)

teniendo en cuenta los niveles de grasa.

El tiempo transcurrido desde el momento en el que se terminé de preparar la
suspension inicial y el instante en el que el indculo entraba en contacto con
los medios de cultivo, no debia superar los 45 min, limitandose a 30 min el
tiempo entre la preparacion de la suspension inicial y el comienzo de la

preparacion de las siguientes diluciones decimales.

3.3 Aislamiento e identificacion de microorganismos.

El aislamiento y la identificacion de los microorganismos provenientes de las

diferentes muestras, se llevo a cabo siguiendo los procedimientos internos
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desarrollados en el Laboratorio de Salud Publica de Valencia y acreditados
por la Entidad Nacional de Acreditacion segun la norma 1SO 17025:2017,
utilizando diferentes técnicas dependiendo de si las muestras eran aguas de
consumo humano o alimentos. La composicion de los diferentes medios de

cultivo se encuentra en el Anexo |I.

3.3.1 Salmonella spp.

Para el aislamiento e identificacion de estos microorganismos se siguié la
norma 1SO 6579-3:2014. En primer lugar, se prepar6é una suspension inicial
de muestra en agua de peptona tamponada siguiendo las instrucciones del
procedimiento de preparacion y homogenizacion de muestras de los alimentos
realizados por el Laboratorio de Salud Publica de Valencia, teniendo en cuenta
en cada caso la cantidad de muestra requerida segun la legislacion vigente, e
incubandose a 37+1°C durante 18+2 h.

Posteriormente, se procedié a un enriquecimiento en medios selectivos
cultivando 1 ml de la solucion anterior en 10 ml de caldo de Muller Kauffmann
(37+1°C durante 24+3 h) y sembrando 0,1 ml del mismo cultivo anterior en
medio de Rappaport-Vassiliadis semisélido modificado (MSRV) (41,5+1°C
durante 24£3 h).

A partir de los cultivos obtenidos por enriquecimiento en ambos medios, se
realizé una siembra para aislamiento en dos medios sélidos selectivos: Agar
Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) y Chromagar para Salmonella. Se tuvo en
cuenta que las colonias presuntivas de Salmonella procedentes de MSRV
presentan un halo opaco alrededor de la zona de crecimiento. Los cultivos se
incubaron a 37+£1°C durante 24+3 h. Posteriormente, se examinaron las placas

para detectar las colonias sospechosas. Las colonias tipicas procedentes de
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agar XLD presentaron centro negro y una zona alrededor ligeramente
transparente de color rojizo y las procedentes de agar cromogénico fueron de

color rosa palido a malva.

3.3.2 Escherichia coli.
3.3.2.1 Aguas.

El aislamiento de las cepas de E. coli procedentes de aguas de consumo
humano se realizd por siembra en agar nutritivo y agar Triptona-Bilis-X-
Glucurdnido (TBX) a partir de los pocillos positivos de E. coli utilizados para
el recuento del mismo mediante la técnica del Nimero Mas Probable (NMP),
siguiendo un procedimiento interno del Laboratorio de Salud Pudblica de
Valencia basado en la Norma ISO 9308-2:2012 (Water quality- Enumeration
of Escherichia coli and coliform bacteria- Part 2: Most probabale number
method).

Este método es una prueba disefiada especificamente para el recuento de
bacterias coliformes indicadoras de contaminacion fecal a partir de muestras
de agua, y es aplicable a todo tipo de aguas destinadas al consumo humano.
Se basa en la Tecnologia de Sustrato Definido (DST) que permite detectar de

forma simultanea coliformes totales y E. coli.

El método DST emplea nutrientes indicadores, es decir, reactivos que

provocan cambios de coloracién en las muestras de agua sometidas a estudio:

a. Coliformes totales: metabolizan el sustrato cromogénico ortonitrofenol-f-
D-galactopiranésido (ONPG) gracias a la actividad de su enzima (-
galactosidasa; la escision del onitrofenol provoca un paso de coloracion

de transparente a amarillo.
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b. E. coli: esta bacteria también tiene capacidad de metabolizar ONPG v,
ademas, metaboliza especificamente el sustrato fluorogénico 4-metil-
umbelliferil B-D-glucurénico. Su enzima B-glucuronidasa provoca la
ruptura del enlace que libera a la molécula de 4-metil-umbelliferona,
responsable de producir fluorescencia, responsable del color azul-verdoso

de las colonias.

Este método permitié la deteccion simultanea de estas bacterias en 18 h.
Posteriormente, tal y como se ha indicado, el aislamiento de las cepas de E.
coli se realizé por siembra en agar nutritivo y agar TBX a partir de los pocillos
positivos de E. coli.

3.3.2.2 Alimentos.

El aislamiento de las cepas de E. coli procedentes de alimentos se realiz6
siguiendo dos procedimientos internos del Laboratorio de Salud Publica de
Valencia:

- Procedimiento de recuento: basado en la Norma ISO 16649-2: 2001

(crecimiento a 44°C).

- Procedimiento de deteccion: basado en la Norma I1SO 16649-3: 2005. (B-
D-glucuronidasa positivas). La B-D-glucuronidasa es una de las enzimas
que sirve como indicador para E. coli, ya que esta presente en el 94-96%

de las cepas de esta especie.

Para la determinacion cuantitativa en placa, se realizé una siembra directa del
alimento si era liquido, o de la solucién madre y/o de las diluciones decimales
correspondientes dependiendo del limite de legal establecido para el alimento
analizado, en una placa a la que se le adiciona agar TBX atemperado. Las

placas se incubaron a 44+1°C durante 18-24 h. Tras la incubacion, se
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examinaron las placas para determinar el recuento de colonias caracteristicas

gue aparecian de color azul verdoso.

Una vez aisladas las distintas cepas de E. coli a partir de aguas de consumo
humano o bien de alimentos, se conservaron en una solucion de caldo nutritivo

numero dos adicionada de glicerol al 25% y en congelacion a -70+10°C.

3.3.3 Campylobacter spp.

La determinacion de la presencia de estos microorganismos sélo se realizé en
alimentos, mediante el procedimiento basado en la norma 1SO 10272-1:2017.
En primer lugar, se preparo la suspension inicial del alimento a la dilucion
1/10 en caldo Bolton siguiendo las instrucciones del procedimiento de
preparacion y homogenizacion de muestras de los alimentos realizados por el
Laboratorio de Salud Publica de Valencia y depositandola en contenedores

estériles de 250 ml de capacidad.

Posteriormente se realiz6 el enriquecimiento selectivo de la muestra y para
ello se incubd la solucién madre en caldo Bolton a 37+1°C durante un periodo
de entre 4 y 6 h seguido de otra incubacion a 41+1°C durante 44+4 h y siempre

en condiciones de microaerofilia.

Por ultimo, se procedi6 a el aislamiento y seleccidn e identificaciéon de los
microorganismos. Para ello se homogeniz6 el cultivo en caldo Bolton y se
sembrd en agar Desoxicolato-Cefoperazona-Carb6n modificado (mMCCD) y en
agar Skirrow. Se incubaron las placas a 41,5+1°C durante 24-48 h en
condiciones de microaerofilia, examinandolas para determinar las colonias
sospechosas de pertenecer a Campylobacter (blanco-grisaceas en agar mCCD
y cremosas-pardas en agar Skirrow), a veces con tendencia a extenderse o

difundir por el medio.
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Posteriormente se seleccionaron de tres a cinco colonias sospechosas para su
confirmacion, sembrandose en agar sangre e incubando a 41,5+1°C durante
24-48 h. Para confirmar la presencia de Campylobacter se eligié una colonia
al azar y se investigaron las siguientes caracteristicas: presencia de la enzima
citocromo-oxidasa, morfologia y movilidad del microorganismo vy
crecimiento negativo a 25+1°C durante 44+4 h en microaerobiosis y a
41,5+1°C durante 44+4h en atmdsfera aerobia.

3.3.4 Enterococcus spp.

Basandonos en la norma 1SO 7899:2001, el aislamiento de enterococos se
realizo solo a partir de muestras de agua de consumo humano, utilizandose el
método de filtracion en membrana descrito anteriormente. Posteriormente, se
transfirié la membrana filtrante a una placa de Petri con agar Slantez-Bartley
y se incubd a 37+1°C durante 44+4 h. Finalmente se procedio al recuento de
colonias que mostraron color rojo, marrén o rosado, en el centro o en toda la
colonia. Con el fin de confirmar los enterococos, se transfirié la membrana
con las colonias crecidas en el medio Slanetz-Bartley a medio Agar-Bilis-
Esculina con azida previamente calentado, incubandose a 44 +0,5°C durante
2 h.

3.4 Identificacion de microorganismos mediante el sistema
automatizado  Thermo  Scientific  Sensititre®  (ThermoFisher

Diagnostics).

El sistema Thermo Scientific Sensititre® (ThermoFisher Diagnostics) utiliza

una técnica fluorimétrica de lectura de placas automatizada. Se utilizaron dos
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tipos de placas diferentes: GNID (bacterias Gram negativas) y GPID
(bacterias Gram positivas) compuestas por tres secciones, cada una de las
cuales contiene treinta y dos pruebas bioguimicas secas. Las pruebas incluyen
medios bioquimicos clasicos reformulados para su lectura fluorométrica con

sustratos fluorogénicos.

Se resuspendieron entre tres y cinco colonias de cada tipo de microorganismo,
procedentes de un cultivo puro, en cinco ml de agua desmineralizada, con el
fin de alcanzar el 0,5 de la escala McFarland (1-2 x 108 UFC./ml), midiendo

la concentracion con el nefelémetro Sensititre®.

Una vez ajustada la densidad de la suspension, se transfirié el volumen
correspondiente a la placa GNID, si se trataba de Salmonella spp., E. coli 0
Campylobacter spp. y, a la placa GPID, si se trataba de Enterococcus spp. A
continuacion, las placas se llevaron a incubar a 34-36°C, leyéndose
transcurridas de cinco a dieciocho horas en el sistema Thermo Scientific
Sensititre® (ThermoFisher Diagnostics) OptiRead®. Los datos son

analizados por el programa de ordenador Swin® para generar los informes.

3.5 Estudio de la sensibilidad a antimicrobianos.

La determinacion de resistencias a antimicrobianos de los diferentes
microorganismos se realizo6 siguiendo la técnica de dilucién con arreglo a los
métodos descritos por el European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) y el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
aceptados como método de referencia internacional (norma ISO 20776-
1:2006).

En el analisis de las resistencias de los distintos microorganismos a los

diferentes antimicrobianos, se utilizaron los puntos de corte epidemiol6gicos,
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en lugar de los clinicos, pues en este estudio no se evalu6 la capacidad o no
de producir enfermedad en el hospedador, sino que Unicamente se pretendio
separar para cada especie la subpoblacion que carece de mecanismos de

resistencia adquiridos (fenotipo salvaje) de la que si tiene dichos mecanismos.

Los antibidticos ensayados para cada microorganismo se encontraban
establecidos en el Diario Oficial de la Unién Europea 2013/652/UE y fueron
los siguientes: ampicilina, cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacino,
cloranfenicol, colistina, gentamicina, meropenem, 4&cido nalidixico,
tetraciclina, trimetoprim, y tigeciclina para Salmonella spp. y E. coli, mientras
que para Campylobacter spp. se utilizaron: ciprofloxacino, eritromicina,
estreptomicina gentamicina, acido nalidixico y tetraciclina. Por otro lado, para
enterococos, se utilizaron: ampicilina, cloranfenicol, ciprofloxacino,
daptomicina, eritromicina, gentamicina, linezolid, quinupristin/dalfopristin,

tetraciclina, tigeciclina, teicoplanin y vancomicina.

Se trabaj6 siempre con cultivos puros y frescos (18-48 h) de los
microorganismos a ensayar, crecidos en un medio de cultivo solido, no
selectivo y en el que se podian observar colonias aisladas. Para llevar a cabo
el estudio se utilizo el sistema automatizado Thermo Scientific Sensititre®
(ThermoFisher Diagnostics) utilizando placas especificas que se componen de
noventa y seis pocillos, los cuales llevan integrados los antibidticos
deshidratados, y con unos rangos de dilucién determinados, adaptados a los
puntos de corte EUCAST.

El proceso seguido fue el descrito por el fabricante. Se resuspendieron entre
tres y cinco colonias de cada tipo de microorganismo, procedentes de un
cultivo puro segun las condiciones descritas anteriormente, en 5 ml de agua

desmineralizada o caldo Mueller-Hinton (en el caso de Camylobacter spp.),
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con el fin de alcanzar el 0,5 de la escala McFarland (equivalente a 1-2x108

UFC/ml), midiendo la concentracién con el nefelometro Sensititre®.

Una vez ajustada la densidad de la suspension, se transfirié el volumen
correspondiente a un tubo con caldo Mueller-Hinton (en el caso de
Campylobacter spp., fue suplementado con sangre lacada de caballo),
obteniendo asi una concentracion final aproximada de 10° U.F.C./ml.,

confirmandose a continuacion que se trataba de un cultivo puro.

Figura 5. Sensititre® Automated Inoculation Delivery System

Posteriormente se procedi6 a la inoculacién de las placas correspondientes,
utilizando los cabezales desechables suministrados por el fabricante, con el

equipo Sensititre® Automated Inoculation Delivery System (Figura 5),
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seleccionando en el visor del inoculador los pardmetros correspondientes al
microorganismo que estabamos analizando. Este inoculador permite
diferentes posibilidades, por un lado, el volumen que se quiere dispensar en
cada pocillo y, por otro lado, la distribucion de muestras en la placa (una o

mAas cepas por placa).

Al terminar la dispensacion, se cubrio la placa con una ldmina adhesiva para
evitar la evaporacion y contaminacion de la muestra y se incub6 durante 24 h
a 37°C.

Tabla 1. Cepas de microorganismos de referencia utilizadas para control interno segin
Norma I1SO 11133:2014.

CEPAS DE REFERENCIA

CECT
Enterococcus faecalis 795
Enterococcus faecalis 481
Enterococcus faecium 410
Enterococcus faecium 8224
Escherichia coli 516
Escherichia coli 434
Escherichia coli 943
Salmonella entérica 4300

CECT: Colecci6n Espafiola de cultivos Tipo

El control interno para asegurar el correcto funcionamiento del sistema se
realiz6 siguiendo las recomendaciones y cepas de referencia descritas en la
norma ISO 11133:2014 (Tabla 1).

La lectura de las placas se realiz6 con el equipo Sensititre Vizion® System,

transfiriendo la informacion al programa de ordenador Swin® (Fig. 6).
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Figura 6. Sistema automatizado Thermo Scientific Sensititre® (ThermoFisher
Diagnostics).

3.6  Deteccion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido.

La deteccion fenotipica de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), fue
llevada a cabo en cepas de Salmonella spp. y E. coli presuntamente
productoras de estas enzimas (resistentes a la cefotaxima o a la ceftazidima),
y se realiz6 siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (Cercenado y Canton,
2011), mediante las técnicas de: i) sinergia de doble disco; ii) discos
combinados con inhibidor y iii) E-test.

Su deteccion se baso en la capacidad de estas enzimas de ser inhibidas por el
acido clavulénico utilizando como indicadores cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion y aztreonam. Como medio de cultivo se utiliz6 agar

Mueller-Hinton.
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Los antimicrobianos utilizados para las pruebas de sinergia de doble disco,
venian dados en discos, siguiendo las recomendaciones del CLSI, y fueron los

siguientes:

- Amoxicilina-acido clavulanico 20/10 ug
- Aztreonam 30 pg

- Cefepima 30 ug

- Cefotaxima 30 pg

- Ceftazidima 30 ug

Para la realizacion de la técnica de discos con inhibidor se utilizaron los

siguientes antimicrobianos en disco:

- Ceftazidima-acido clavulanico 30/10 pg
- Cefotaxima-acido clavulanico 30/10 pg
- Cefepima-acido clavulanico 30/10 pg

En el ensayo de difusion en gradiente se utilizaron tiras E-test ESBL

(bioMérieux) que contenian:

- Cefepima (0,25-16 ug/ml)/Cefepima (0,064-4 pg/ml) + 4 pg/ml de acido

clavuléanico

- Ceftazidima (0,5-32 pg/ml)/Ceftazidima (0,064-4 pg/ml) + 4 pg/ml de

acido clavulanico

- Cefotaxima (0,25-16 ug/ml)/Cefotaxima (0,016-1 pg/ml) + 4 pg/ml de

acido clavulanico
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Técnica de sinergia de doble disco

Para la realizacion de este ensayo se sembraron las cepas a estudiar en agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension en solucion salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland. A continuacion, se situaron
los discos con aztreonam, cefepima, cefotaxima y ceftazidima a una distancia
de 20-25mm (centro a centro) de un disco con amoxicilina-acido clavulanico.
y se incubo a 35+2°C durante 16-20 h.

Técnica de discos combinados con inhibidor

Las cepas problema se sembraron siguiendo el mismo protocolo que en el caso
anterior. Posteriormente se colocaron los discos combinados y se incub6 a
35£2°C durante 16-20 h.

E-test

Tras inocular los microorganismos problema en una placa con agar Mueller-
Hinton, se aplicaron las tiras enumeradas anteriormente sobre la superficie
incubandose a 35+ 2°C durante 16-20 h.

El control de calidad se realizd con las cepas E. coli CECT 434 (control

negativo) y Klebsiella pneumoniae CECT 7787 (control positivo).

3.7  Deteccidon de betalactamasas tipo AmpC.

Las cepas de Salmonella spp. o de E. coli, presuntamente productoras de
betalactamasas tipo AmpC (resistentes a la cefotaxima o a la ceftazidima), se
analizaron mediante la técnica de discos combinados con inhibidor. El estudio
se realiz6 siguiendo el procedimiento de siembra estandar de un antibiograma

por difusion, y se colocaron discos con ceftazidima (30 pg), ceftazidima-
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cloxacilina (30/500 pg), cefotaxima (30 pg), y cefotaxima-cloxacilina (30/500
pg), incubandose a 35+2°C durante 16-20 horas.

El control de calidad se realiz6 con la cepa E. coli CECT 434 (control

negativo).

3.8 Analisis de datos estadisticos.

En este analisis se estudio la relacion entre dos variables cualitativas haciendo
un modelo lineal generalizado. Una variable, la procedencia de las diferentes
cepas de los cuatro microorganismos estudiados y la otra variable, la
resistencia a cada uno de los antibidticos estudiados, para lo que se utiliz6 la
prueba de chi-cuadrado, y para el analisis se utiliz6 un programa estadistico
denominado IBM SPSS Stadistics versién 25 (IBM Cop., Armonk, NY. 2017),
por el cual se adquirieron los datos estadisticos y posteriormente se generaron

las tablas descriptivas y los andlisis estadisticos posteriores.

Para comprobar si existe relacién significativa entre la resistencia de los
diferentes microorganismos estudiados a los antibi6ticos y el origen de la
muestra, se realiz6 un analisis estadistico considerando la existencia de
relacién significativa cuando el valor-p sea igual o inferior a 0,05. El analisis
se realizé por duplicado (réplicas bioldgicas) para aquellos antibidticos para

los que se obtuvo, al menos, una cepa resistente.

3.9 Determinacion del indice de Multirresistencia.

El indice de Multirresistencia (IM) se determiné dividiendo el ndmero de
antimicrobianos a los que un aislado es resistente entre el nimero de

antimicrobianos utilizados en el estudio (Krumperman, 1983).
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4 Resultados

El Diario Oficial de la Union Europea de 12 de noviembre de 2013, recoge la
Decision sobre el seguimiento y la notificacion de la resistencia de las
bacterias zoonoticas y comensales a los antibi6ticos (2013/652/UE), sobre la
cual se ha basado la realizacion de esta Tesis Doctoral. Como se ha indicado
anteriormente, esta normativa tiene como objeto y dmbito de aplicacién el
seguimiento y la notificacién, a partir de muestras de determinadas
poblaciones animales destinados a la produccion de alimentos y a partir de

determinados alimentos, de las siguientes bacterias:

e Enterobacterias: Salmonella spp. y Escherichia coli, como indicadores

comensales.
e Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

e Bacterias Gram positivas: Enterococcus faecalis y Enterococcus

faecium, también como indicadores comensales.

4.1 Salmonella spp.

4.1.1 Estudio de la presencia de Salmonella spp. en alimentos.

Siguiendo el protocolo de aislamiento e identificacion de microorganismos
del género Salmonella descrito en Material y Métodos, durante el periodo
comprendido entre enero de 2014 y abril de 2016 se realizaron controles a un
total de siete mil quinientas cuarenta y una muestras provenientes de
productos alimenticios de la provincia de Valencia, destinadas a la deteccion
de este género de microorganismos (Anexo Il). Las muestras se procesaron en

el Laboratorio de Salud Publica de Valencia, aislandose e identificandose un
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total de noventa y una cepas de Salmonella spp. es decir, tan solo un 1,2% del
total (Tabla 2) y, que posteriormente, fueron confirmadas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia (Univérsitat de Valencia) mediante

la utilizacion del sistema automatizado Thermo Scientific Sensititre®.

Tabla 2. Nimero y porcentaje de muestras positivas en Salmonella spp. durante el periodo
comprendido entre enero de 2014 y abril de 2016 para cada tipo de alimento.

Alimentos n+/n %
Carne fresca de ave 11/338 3,25
Preparados de ave 15/375 4
Carne fresca de ganado 9/203 4,43
Preparados de ganado 48/1763 2,72
Moluscos y pescado 71475 1,26
Frutas y hortalizas frescas 0/65 0
Preparados de frutas y hortalizas 1/2844 0,03
Lé&cteos 0/896 0
Huevos frescos 0/582 0
Total 91/7541 1,2

n+/n, relacién entre el nimero de muestras positivas en Salmonella spp. y el nimero de muestras analizadas
segun tipo de alimento.

El tipo de alimentos de los que procedian las muestras queda reflejado en la
Tabla 2. Analizada la presencia de Salmonella spp. en los diferentes grupos
de alimentos, se pudo observar que la incidencia de contaminacion fue muy
similar en todos los alimentos estudiados, siendo mayor en las muestras
procedentes de carne fresca de ganado (4,43%) y preparados de ave (4%),

seguida de carne fresca de ave (3,25%) y preparados de ganado (2,72%),

58



Resultados

encontrando la méas baja en las muestras procedentes de moluscos y pescado,

que alcanz6 un 1,26%.

Por otra parte, no se detectd presencia de Salmonella spp. en productos lacteos
y ovoproductos ninguno de los afios estudiados, y tan solo se determiné una
muestra positiva en preparados de frutas y hortalizas, a pesar de que el nimero

de muestras estudiadas de este tipo de alimentos era el mas elevado (Tabla 2).

4.1.2 Estudio de la resistencia de Salmonella spp. a los antibioticos.

Una vez aisladas las cepas de Salmonella spp. de los diferentes alimentos
estudiados, se procedié a realizar el analisis de las resistencias a los
antibioticos marcados en la legislacion, tal y como se detalla en Material y
Métodos y realizando el estudio agrupando las cepas segun el tipo de alimento
del que procedian (Tablas 3-7).

Tabla 3. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella spp. aisladas de carne
fresca de ave.

wee & X N 2 = o d 0 F 2 o3 935 oo , 3

cepa < 3) [3) O O O o s zZ = [ =
62 S S S S R S S S R S S S 0,16
65 S S S S R S S S R S S S 0,16
66 S S S S R S S S R S S S 0,16
67 S S S S R S S S R S S S 0,16
72 S S S S R S S S R S S S 0,16
73 S S S S R S S S R S S S 0,16
75 S S S S R S S S R S S S 0,16
76 S S S S R S S S R S S S 0,16
85 S S S S R S S S R S S S 0,16
86 S S S S S S S S R S S S 0,08
87 S S S S S S S S R S S S 0,08
R 0 0 0 0 9 0 0 0 11 0 0 0 -

% R - - - - 82 - 100 -

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: acido nalidixico; TCY: tgtraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
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El andlisis de la resistencia a antimicrobianos de las distintas cepas de
Salmonella spp. procedentes de carne fresca de ave, nos indic6, como se
observa en la Tabla 3, que todas las cepas fueron altamente resistentes a los
antimicrobianos del grupo de las quinolonas, el 100% al acido nalidixico y el
82% al ciprofloxacino. No se encontrd ninguna resistencia al resto de los
antibidticos o grupos de antibi6ticos ensayados. EI IM fue menor a 0,2 en

todos los casos y no se encontraron cepas multirresistentes.

Las muestras obtenidas de carne fresca de ganado (Tabla 4), presentaron
porcentajes de resistencia elevados a la tetraciclina (67%) y a la ampicilina
(56%), en menor medida al cloranfenicol y a la colistina (22% en ambos
casos), mientras que la resistencia al &cido nalidixico, al ciprofloxacino y al

trimetoprim sélo alcanzé un 11%.

Tabla 4. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella spp. aisladas de carne
fresca de ganado.

W & x ¥ 2 s 2 7 E o2 5 & . 3 g
cepa < (3] o o o O o s z = = =
1 R S S R R S S S R R S S 0,41 +
10 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
11 R S S R S S S S S R S R 0,33 +
12 R S S S S R S S S R S S 0,25 -
53 R S S S S S S S S R S S 0,16
78 S S S S S S S S S S S S -
83 R S S S S S S S S R S S 0,16
88 S S S S S R S S S S S S 0,08
89 S S S S S S S S S S S S - -
R 5 0 0 2 1 2 0 0 1 6 0 1 2
% R 56 - - 22 11 22 - - 11 67 - 11 22

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tgtraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

De las nueve cepas aisladas en este grupo, dos presentaron multirresistencia,
una presentoé resistencia a cinco de los antibi6ticos ensayados pertenecientes

a cuatro clases (penicilinas, anfenicoles, quinolonas y tetraciclinas) mientras
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gue otra presentd resistencia a cuatro de los doce antibioticos estudiados de
cuatro clases (penicilinas, anfenicoles, tetraciclinas y pirimidinas). Cabe
destacar que tres de las cepas, la 1, 11 y 12, tuvieron un IM superior a 0,2,
alcanzando una de ellas un indice de 0,41 y las otras un 0,33 y un 0,25,

mientras que el resto no superd un indice del 0,16.

Las cepas de Salmonella spp. procedentes de preparados de ave (Tabla 5),
revelaron principalmente resistencia a las quinolonas, tanto al ciprofloxacino
como al &cido nalidixico, con un 27% a ambos antibiéticos. En menor medida
los microorganismos presentaron resistencia a la ampicilina (20%) y a la

tetraciclina (13%).

Tabla 5. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella spp. aisladas de
preparados de ave.

wae & X ¥ 2 2 g oz 2 o2 o5 o0 . 3 g
cepa < $) o [s) ) O o s z = = -
30 R S S S S S S S S R S S 0,16
54 S S S S S S S S S S S S -
55 S S S S S S S S S S S S -
56 R S S S S S S S S S S S 0,08
57 S S S S S S S S S S S S -
58 S S S S R S S S R S S S 0,16
59 S S S S R S S S R S S S 0,16
60 S S S S R S S S R S S S 0,16
77 R S S S S S S S S R S S 0,16
79 S S S S S S S S S S S S -
80 S S S S S S S S S S S S

81 S S S S S S S S S S S S

82 S S S S S S S S S S S S -
84 S S S S R S S S R S S S 0,16
90 S S S S S S S S S S S S -
R 3 0 0 0 4 0 0 0 4 2 0 0

% R 20 - - - 27 - - - 27 13 - - -

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim

% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiotico ensayado; IM: indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
Hay que destacar que ninguno de los microorganismos analizados mostro
resistencia a mas de dos antimicrobianos: cuatro cepas (27%) fueron

resistentes a las quinolonas, dos cepas presentaron resistencia a la ampicilina
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y la tetraciclina (13%) y solo una fue resistente Gnicamente a la ampicilina
(7%), lo que implica que el 53% de los microorganismos estudiados fueron
sensibles a todos los antibiodticos ensayados. El IM fue inferior a 0,2 en todos

los casos y no se encontraron cepas multirresistentes.

En cuanto a las cepas de Salmonella spp. procedentes de preparados de ganado
(Tabla 6), las cuarenta y ocho cepas aisladas fueron sensibles a las
cefalosporinas de tercera generacion, tanto cefotaxima como ceftazidima, a la
colistina, gentamicina, meropenem y tigeciclina. Los mayores porcentajes de
resistencia se encontraron a la tetraciclina, siendo del 85%, seguido de la
ampicilina con un 63%. En menor medida los microorganismos presentaron
resistencia al trimetoprim (19%) seguido del cloranfenicol (15%) vy, por
altimo, al ciprofloxacino y acido nalidixico (10%).

Es muy importante matizar que doce de las cepas fueron multirresistentes, de
las cuales tres presentaron resistencia a seis de los doce antibidticos estudiados
(IM=0,5), y otras nueve fueron resistentes a tres de los doce antibidticos
ensayados (IM=0,25).

Presentaron resistencias a dos de los antibiéticos veinte de los
microorganismos estudiados, destacando el hecho de que en dieciséis aislados
se produjo la resistencia conjunta a la ampicilina y la tetraciclina. Por otro
lado, cuatro cepas fueron sensibles a todos los antibiéticos, mientras que trece
cepas presentaron resistencia a un Gnico antibidtico, mayoritariamente a la

tetraciclina (Tabla 6).
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Tabla 6. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella spp. aisladas de
preparados de ganado.

N° de cepa s ¥ ¥ 3 2 g @ 2 T 5 9 = s ’3§f
< 0o O o © o o s Z ~F F

2 R S S S S S S S S S S S 0,08 -
3 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
4 S S S S S S S S S S S S - -
5 R S S S S S S S S R S R 0,25 +
6 R S S S S S S S S R S R 0,25 +
7 R S S S S S S S S R S R 0,25 +
8 R S S S S S S S S R S R 0,25 +
9 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
13 S S S S S S S S S S S S - -
14 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
15 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
16 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
17 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
18 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
19 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
20 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
21 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
22 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
23 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
24 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
25 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
26 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
27 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
28 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
29 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
31 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
32 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
33 R S S S S S S S R S S S 0,16 -
34 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
35 R S S S R S S S R S S S 0,25 +
36 R S S R R S S S R R S R 0,5 +
37 R S S R R S S S R R S R 0,5 +
38 R S S R R S S S R R S R 0,5 +
39 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
40 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
41 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
42 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
43 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
44 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
45 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
46 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
47 R S S S S S S S S R S S 0,16 -
48 S S S S S S S S S R S R 0,16 -
49 S S S S S S S S S R S R 0,16 -
50 S S S S S S S S S S S S - -
51 S S S S R S S S S R S S 0,16 -
52 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
61 S S S S S S S S S S S S - -
R 30 0 0 7 5 0 0 0 5 41 0 9 - 12
% R 63 - - 15 10 - - - 10 85 - 19 - 25

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: acido nalidixico; TCY: tgtraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
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En relacion con las cepas aisladas de moluscos y pescado (Tabla 7), la mayor
resistencia detectada fue al ciprofloxacino y a la tetraciclina, con un 57%,
seguido de la resistencia a la ampicilina (43%). Por ultimo, para un total de
siete cepas aisladas en este grupo, dos de las cepas fueron multirresistentes ya
gue presentaron resistencia a tres y cuatro grupos farmacolégicos distintos
(penicilinas, quinolonas y tetraciclina en uno de los casos, y ademas a las
pirimidinas en el otro). Con respecto al IM, una de las cepas alcanz6 un 0,33
y otra el 0,25, mientras que el resto no superd el 0,16.

Tabla 7. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de Salmonella spp. aisladas de
moluscos y pescado.

N° de

w 2 5 33 08 3 8 % 2 p g - ozt
63 R S S S S S S S S R S S 0,16
64 S S S S R S S S S S S S 0,08
68 R S S S R S S S S R S S 0,25 +
69 R S S S R S S S S R S R 0,33 +
70 S S S S S S S S S R S S 0,08
71 S S S S R S S S R S S S 0,16
74 S S S S S S S S S S S S

R 3 0 0 0 4 0 0 0 1 4 0 1 - 2
%R 43 - - - 57 - 14 57 - 14 - 28

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL.: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

De modo general, y analizando de forma individualizada cada antimicrobiano,
como se observa en la Figura 7, los antibidticos a los que mas resistencias
presentaron los microorganismos fueron, en primer lugar, la tetraciclina (59%)
y, en segundo lugar, la ampicilina (46%). En menor medida aparecieron
resistencias al ciprofloxacino (26%,), al é&cido nalidixico (24%), al

trimetoprim (12%) y al cloranfenicol (10%). El 100% de las cepas estudiadas
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presentaron sensibilidad a la cefotaxima, ceftazidima, gentamicina,

meropenem y tigeciclina, mientras que el 98% lo hicieron a la colistina.

70%
60%
50%
40%

30%

20%
- I I
0% |

AMP CTX CAZ CHL CIP COL GEN MEM NAL TCY TIG T

Figura 7. Resistencia de Salmonella spp. a los antibi6ticos ensayados.

Teniendo en cuenta el origen de la muestra (Tabla 8), en la carne fresca de
ave, se detectaron resistencias muy altas al acido nalidixico y al ciprofloxacino
(82% y 100% respectivamente), y fueron de un 26,6% para ambos antibiéticos
en los preparados de aves, apareciendo también resistencias a la ampicilina
(20%) y a la tetraciclina (13,3%). Tanto los en los microorganismos
procedentes de carne fresca de ganado, como en los preparados de esa misma
carne, se encontraron resistencias muy altas a la ampicilina (55,5% y 62,5%)
y a la tetraciclina (66,6% y 85,4%), mientras que, en las muestras obtenidas a
partir de moluscos y pescado, las resistencias se asociaron al ciprofloxacino y
la tetraciclina (57,1% en ambos casos), a la ampicilina (42,8%) y al acido

nalidixico y a la tigeciclina (14,3%).
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Tabla 8. Resistencia antimicrobiana de Salmonella spp. segun el origen de la muestra.

reme e PO P MASEY v

n*In (%) n*In (%) n*/n (%) n*/n (%) n*/n (%)
AMP 0/11 (0) 5/9 (55,5) | 3/15 (20) 30/48 (62,5) 317 (42,8) <0,001
CTX 0/11 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/48 (0) 0/7 (0) -
CAZ 0/11 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/48 (0) 0/7 (0) -
CHL 0/11(0) | 2/9(22,2) = 0/15(0) 7/48 (14,6) 0/7 (0) 0,059
cIp 9/11(81,8) = 1/9(11,1) = 4/15(26,6) 5/48 (10,4) 417 (57,1) <0,001
coL 0/11(0) | 2/9(22,2) = 0/15(0) 0/48 (0) 0/7 (0) 0,047
GEN 0/11 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/48 (0) 0/7 (0) -
MEM | 011 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/48 (0) 0/7 (0) -
NAL | 11/11(100) 1/9 (11,1) = 4/15(26,6) 5/48 (10,4) 17 (14,3) <0,001
TCY 0/11(0) | 6/9(66,6) 2/15(13,3) 41/48 (85,4) 417 (57,1) <0,001
TIG 0/11 (0) 0/9 (0) 0/15 (0) 0/48 (0) 0/7 (0) -
T 0/11 (0) 1/9 (11,1)  0/15(0) 9/48 (18,7) 17 (14,3) 0,075

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
n: total de aislados; n*: total de aislados resistentes.

El valor-p en el caso de la ampicilina, el ciprofloxacino, el 4cido nalidixico,
la colistina y la tetraciclina, fue inferior a 0,05, lo que indicé diferencias
significativas en relacion con el origen de la muestra y estos antibiéticos. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en el caso del

cloranfenicol y el trimetoprim (p>0,05).

Analizando el nimero de resistencias de las diferentes cepas de Salmonella
spp. a los distintos grupos de antibi6ticos, teniendo en cuenta el tipo de
alimento de procedencia (Tabla 9), se puede observar que, de las quince cepas
sensibles a todos los antibi6ticos, ocho procedian de preparados carnicos de
ave, cuatro de preparados carnicos de ganado, dos de carne fresca de ganado

y una de moluscos y pescado.
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Tabla 9. Nimero de resistencias de las cepas de Salmonella spp. a los diferentes grupos de
antibiéticos en relacién con su origen.

) ] 8 '8-8 u>;0
N° de gt . 2%% g S8 g3 5
. . S92 S 9c T © S I 2 o =
resistencias S § © S § g o E—*’? = é it

b = T ao s

0 0 2 8 4 1 15
1 2 2 1 12 2 19
2 9 2 6 20 2 39
3 0 1 0 9 1 11
4 0 1 0 1 1 2
5 0 1 0 0 0 1
6 0 0 0 3 0 3

Diecinueve cepas presentaron resistencia a un solo antibiotico, con una mayor
incidencia en los aislados de preparados carnicos de ganado. La resistencia a
dos antibioticos se presentd en treinta y nueve cepas, mayoritariamente en las
aisladas a partir de los preparados carnicos de ganado, y destacando el patrén
de resistencias AMP/TCY, en veinticinco de los casos analizados, mientras
que trece presentaron el patrén CIP/NAL (datos no mostrados en tablas).

La Figura 8 muestra la distribucion porcentual, segin el numero de
resistencias a los diferentes grupos antibiéticos, de Salmonella spp. En total,
quince de los aislados fueron sensibles a todos los antibiéticos (16,7%), treinta
y tres presentaron resistencia a una familia de antibiticos (36,6%), y
veintiséis a dos familias (28,9%). El resto de aislados (17,8%), fueron
multirresistentes. De los aislados multirresistentes, el 62,5% fueron resistentes
a tres clases de antibidticos y el 18,75% fueron resistente a cuatro y cinco
clases de antibi6ticos. No encontrandose ninguna resistencia a seis clases de

antibidticos.
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Aislados totales (n=20) Aislados MR (n=15)

28,9%

16,7%

36,6%

" MR m Resist ‘es cl

® Sensible esistencia a tres clases

o Resistente a una clase H Resistencia a cuatro clases
H Resistente a dos clases = Resistencia a cinco clases

Figura 8. Distribucion porcentual, segin el nimero de resistencias a los diferentes grupos
de antibidticos, de los aislados de Salmonella spp.

Los patrones de multirresistencia encontrados en los diferentes aislados se
encuentran descritos en la Tabla 10. Como se observa, los patrones que
aparecieron en mayor medida fueron AMP/TCY/T y AMP/CHL/TCY, siendo
los aislados a partir de preparados carnicos de ganado los alimentos que mayor
tasa de multirresistencia presentan. No se encontraron cepas multirresistentes

procedentes de carne o preparados de ave.

Tres de los aislados fueron resistentes, como se ha indicado con anterioridad,
a seis de los doce antibidticos estudiados, con  patron
AMP/CHL/CIP/NAL/TCY/T. Estas tres cepas procedian de preparados
carnicos de ganado, en concreto de pelota de cerdo. También se encontrd una
cepa, procedente de carne fresca de ganado, resistente a cinco antibiéticos
AMP/CHL/CIP/NAL/TCY y, por altimo, dos de las cepas multirresistentes lo
fueron a cuatro antibidticos, encontrandose en los dos casos resistencia a la
ampicilina, tetraciclina y trimetoprim, junto al cloranfenicol o al
ciprofloxacino, procedentes una de carne fresca de ganado, asi como otra de

moluscos y pescado (Tabla 10).
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Tabla 10. Patrones de multirresistencia en Salmonella spp.

Patron Origen n*/n (%)
AMP/TCY/IT Preparados de ganado 4/90 (4%)
AMP/CHL/TCY Preparados de ganado 4/90 (4%)
AMP/CIP/TCY Moluscos y pescado 1/90 (1%)
AMP/CHL/TCYIT Carne fresca de ganado 1/90 (1%)
AMP/CIPITCYIT Moluscos y pescado 1/90 (1%)
AMP/CHL/CIP/NAL/TCY Carne fresca de ganado 1/90 (1%)
AMP/CHL/CIP/NAL/TCYIT Preparados de ganado 3/90 (3%)

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
n*/n: nimero de cepas que presentan ese patron/nimero de cepas totales de Salmonella spp.

4.1.3 Deteccion de Salmonella spp. productora de betalactamasas de
espectro ampliado, betalactamasas AmpC o carbapenemasas.

Para realizar la seleccion inicial de las posibles cepas productoras de BLEE,
betalactamasas AmpC o carbapenemasas se tuvo en cuenta cuales de las cepas
estudiadas fueron resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion,
cefotaxima y ceftazidima, o al meropenem, encontrando que ninguna de las

cepas aisladas se ajustaba a estas premisas.

4.2  Escherichia coli.
4.2.1 Estudio de la presencia de E. coli en agua y alimentos.

Del mismo modo que en el caso de Salmonella, las muestras para la deteccion
de la contaminacion por E. coli, se procesaron en el Laboratorio de Salud

Publica, y el aislamiento e identificacion de este microorganismo se llevo a
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cabo siguiendo los procedimientos internos y acreditados por la Entidad

Nacional de Acreditacion segun la norma ISO 17025.

Posteriormente, con el fin de ratificar los resultados obtenidos, se confirmé su
identificacion en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia
(Universitat de Valencia) mediante la utilizacion del sistema automatizado

Thermo Scientific Sensititre®.

El nimero de muestras analizadas entre enero de 2014 y diciembre de 2015
alcanz6 un total de tres mil dieciocho, todas procedentes de productos
alimenticios de la provincia de Valencia, y destinadas a la deteccién de E. coli
(Tabla 11). Durante el afio 2014 se procesaron un total de mil quinientas
treinta y tres muestras, presentando setenta y seis de ellas contaminacién por
E. coli, mientras que, en el afio 2015, se procesaron un total de mil
cuatrocientas ochenta y cinco muestras, siendo positivas treinta y cinco de
ellas, lo que supone una positividad del 5% y del 2% respectivamente (Tabla
11).

Tabla 11. Presencia de E. coli en las muestras obtenidas de diferentes alimentos y aguas
en la provincia de Valencia entre enero de 2014 y diciembre de 2015.

Afos n n+ %
2014 1533 76 5
2015 1485 35 2
Total 3018 111 4

n: ndmero de muestras analizadas; n+: nimero de muestras positivas en Salmonella spp.

La distribucion de alimentos de los que procedian las muestras queda reflejada
en la Tabla 12. Los alimentos mayoritarios analizados tanto en 2014 como en
2015 fueron las aguas de consumo humano, con alrededor del 70% de las

muestras estudiadas cada afio. Los preparados de ganado presentaron un
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porcentaje ligeramente superior al 19% sobre el total de muestras analizadas
por afio, y el nimero de muestras procedentes de otros alimentos fue inferior,

sumando entre todas algo méas del 10% de las estudiadas cada periodo.

Tabla 12. Tipos de alimentos analizados para el estudio de E. coli entre enero de 2014 y
diciembre de 2015.

2014 2015

n % n %
Preparados de ave 40 2 54 4
Preparados de ganado 300 20 285 19
Moluscos 54 3 25 2
Frutas y hortalizas 20 1 12 1
Aguas de consumo humano 1035 68 1035 69
Léacteos 84 6 74 5
Total 1533 100 1485 100

n: ndmero de muestras tomadas durante el estudio.

En ndmero y porcentaje de muestras positivas en E. coli durante los afios
estudiados, teniendo en cuenta el tipo de alimento analizado, queda reflejado
en la Tabla 13. La presencia de E. coli se detectd en el 95% de las frutas y
hortalizas frescas analizadas durante el afio 2014 vy, en el 75% en el afio 2015.
Ademas, el 12,5% de las muestras procedentes de preparados de ave en el
2014 fueron positivas para el microorganismo, mientras que, en 2015, no se
superd el 2%. La tasa de contaminacion en las muestras procedentes de
moluscos alcanzé el 25,9% en 2014, sin embargo, en 2015, constituyé el
18,1%. Por otro lado, la presencia de E. coli fue menor en el resto de las
muestras, destacando la baja prevalencia en aguas de consumo humano (1,8%
en 2014 y 0,9% en 2015), en preparados carnicos de ganado (3,7%y 1,7%), y
en productos lacteos (9,5% y 5,4%) (Tabla 13).
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Tabla 13. Numero y porcentaje de muestras positivas en E. coli durante los afios
estudiados por tipo de alimento.

2014 2015

n+/n % n+/n %
Preparados de ave 5/40 12,5 1/54 1,8
Preparados de ganado 11/300 3,7 5/285 1,7
Moluscos 14/54 25,9 6/33 18,1
Frutas y hortalizas 19/20 95 9/12 75
Aguas de consumo humano 19/1035 1,8 10/1035 0,9
L&cteos 8/84 9,5 4174 5,4

n+/n, relacién entre el nimero de muestras positivas en E. coli y el nimero de muestras analizadas segln
tipo de alimento.

4.2.2 Estudio de la resistencia de E. coli a los antibioticos.

Una vez aisladas e identificadas las cepas de E. coli procedentes de los
alimentos y aguas analizados, se procedié a realizar el estudio de las
resistencias a los diferentes antibidticos, tal y como se detalla en Material y
Métodos, y realizando el estudio agrupando las cepas segun el tipo de alimento
del que proceden.

El analisis de las resistencias de las distintas cepas de E. coli a los antibidticos
procedentes de preparados de ave (Tabla 14), indico que todas las cepas fueron
resistentes al menos a uno de los antibiéticos ensayados. La mayoria de las
resistencias se asociaron a la tetraciclina (67%), mientras que las resistencias
a la ampicilina y ciprofloxacino alcanzaron un 50%. En menor medida
aparecieron resistencias al cloranfenicol y acido nalidixico, representando un
33%, en ambos casos. Ademas, todos los microorganismos estudiados fueron

sensibles a la colistina, gentamicina, meropenem y tigeciclina.

De las seis cepas de E. coli aisladas en este grupo, se encontraron tres cepas
multirresistentes, siendo una de ellas resistente a penicilinas, anfenicoles y

tetraciclinas mientras que las otras dos cepas fueron resistentes penicilinas,
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cefalosporinas, anfenicoles, quinolonas, tetraciclinas y pirimidinas. Con
respecto al IM, fue superior a 0,20 en tres aislados, mientras que el resto no se
alcanzd ese valor (Tabla 14).

Tabla 14. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de preparados de
ave.

N° de

wm 5 338538 E% 2 p 2 - =z ¢
2 R R R S R S S S R S S S 0,41 +
12 S S S S S S S S S R S S 0,08
13 S S S S S S S S S R S S 0,08
20 R S S R R S S S S R S R 0,41 +
21 S S S S R S S S R S S S 0,16
22 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
R 3 1 1 2 3 0 0 0 2 4 0 1 3
%R 50 17 17 33 50 - - - 33 67 - 17 - 50

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL.: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

En cuanto a las cepas de E. coli aisladas de preparados de ganado (Tabla 15),
dos de las cepas presentaron resistencia a cinco de los doce de los antibiéticos
ensayados, y tan solo seis de las cepas de E. coli fueron sensibles a todos los
antibiodticos. Los mayores porcentajes de resistencias se presentaron a la
tetraciclina (63%) y a la ampicilina (56%), seguidas en menor medida por las
guinolonas, que superaron el 30%. De las dieciséis cepas de E. coli aisladas
de este grupo, nueve de las cepas fueron multirresistentes. Ademas, tres cepas
aisladas de los preparados de ganado fueron resistentes a seis antimicrobianos
pertenecientes al grupo de penicilinas, anfenicoles, quinolonas, tetraciclinas y
pirimidinas y, otras tres a cinco antibidticos pertenecientes al grupo de
penicilinas, quinolonas, tetraciclinas y pirimidinas. El IM de nueve de las
cepas estudiadas supero el 0,20 (Tabla 15).
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Tabla 15. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de preparados de
ganado.

wae & X ¥ 2 8 2 Z 2 2 3 o . 3 g
cepa < o 6 O © o o s Z F F = =
6 S S S S S S S S S S S S
7 S S S S S S S S S S S S
8 S S S S S S S S S S S S
14 S S S S S S S S S S S S
15 R S s R R S S s R R S R 05 +
16 R S s R S S S S S R R R 041 +
17 R S S S R S S S S R R S 033 +
23 R S S S S S S S S R R S 02 +
24 S S S S S S S S S S S S
37 R S s R S S S S S R S R 033 +
81 S S S S S S S S S S S S
95 R S s R R S S s R R S R 05 +
9% R S S S R S S s R R S R 041 +
97 S S S S S S S S S R S R 016
98 R R R S R S S s R R S S 05 +
99 R S S S R S S s R R S R 05 +
R 9 1 1 4 6 0 0 0 5 10 3 7 9
% R 56 6 6 25 38 - 31 63 19 44 - 56

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL:-cIoran;enicoI; CIP: ciprofloxacino; COL: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL.: acido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T trimetoprim

% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
En relacion con los microorganismos procedentes de moluscos (Tabla 16), de
las veinte cepas estudiadas en este grupo, ocho fueron sensibles a todos los
antibidticos ensayados. Por otra parte, dos de los aislados presentaron
resistencia a seis de los antibioticos, otras dos cepas a ocho y, por ultimo, dos
a nueve antibiéticos. El resto de los microorganismos fue resistente al menos
a un antimicrobiano, principalmente al ciprofloxacino (50%) seguido de la
ampicilina y el trimetoprim (35% en ambos casos). El porcentaje de cepas
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion, cefotaxima y
ceftazidima, y al acido nalidixico alcanz6 un 30%, mientras que se llegé al
25% en el caso de la tetraciclina y la tigeciclina, al 20% en el cloranfenicol y

a un 10% cuando se estudi6 la colistina y la gentamicina. (Tabla 16).
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Tabla 16. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de moluscos.

Nede & X ¥ £ a5 &7 F 2 5 2 . s g
cepa < 0 3} [} O 8} o s Z = =
4 R S S S R S S S R S S R 0,33 +
5 R R R R R S S S R S S S 05 +
28 S S S S S S S S S S S S - -
33 S R R S R R R S R R R S 0,66 +
35 S R R S R S S S S S R R 0,41 +
36 R R R R R R S S S S R R 0,66 +
41 R R R S R S R S R R R R 0,75 +
43 S S S S S S S S S S S S - -
44 R S S S S S S S S S S S 0,08
46 S S S S R S S S S S S S 0,08
47 S S S S S S S S S S S S -
59 S S S S R S S S S S S S 0,08
77 S S S S S S S S S S S S -
78 R R R R R S S S R R R R 0,75 +
85 S S S S S S S S S S S S -
86 S S S S S S S S S S S S -
87 S S S S S S S S S R S R 0,16
100 S S S S S S S S S S S S -
102 S S S S S S S S S S S S - -
104 R S S R R S S S R R S R 0,5 +
R 7 6 6 4 10 2 2 0 6 5 5 7 - 8
%R 35 30 30 20 50 10 10 - 30 25 25 35 - 40

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

El IM, y de acuerdo con los resultados anteriores, fue muy elevado en algunos
casos (0,75, 0,66, 0,50, 0,41, 0,33 y 0,25) y ocho cepas presentaron

multirresistencia.

Como se observa en la Tabla 17, doce de las veintiocho cepas de E. coli
procedentes de frutas y hortalizas, presentaron resistencia a algun antibidtico,

siendo el resto sensibles a todos los ensayados.

Los microorganismos, mayoritariamente mostraron resistencia al
ciprofloxacino (25%), seguido de la ampicilina (14%) y, en menor medida, a
la tetraciclina y trimetoprim, con un 11% en ambos casos. No se encontraron
resistencias para la ceftazidima, colistina, gentamicina, meropenem vy

tigeciclina.
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Tabla 17. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de frutas y
hortalizas.

W £ X ¥ 2 s 2 B OF 3 5 © . 3 g
cepa < o O © o o s z B F

3 S S S S S S S S S S S S -

9 S S S S R S S S R S S S 0,16
10 S S S S R S S S S S S S 0,08
11 R S S S S S S S S S S S 0,08
18 S S S S S S S S S S S S -

19 S S S S S S S S S S S S - -
25 R S S R R S S S S R S R 0,41 +
26 R S S R S S S S S R S S 0,25 +
29 S S S S S S S S S S S S - -
30 S S S S S S S S S S S S -

31 S S S S R S S S S S S R 0,16
32 S S S S S S S S S S S S -

34 S S S S S S S S S S S S

38 S S S S S S S S S S S S -

39 S S S S R S S S S S S S 0,08
40 S S S S R S S S S S S S 0,08
42 S S S S S S S S S S S S B

45 S S S S S S S S S S S S -

48 S S S S S S S S S S S R 0,08
101 S S S S R S S S S S S S 0,08
103 S S S S S S S S S S S S -
105 S S S S S S S S S R S S 0,08
106 S S S S S S S S S S S S -
107 S S S S S S S S S S S S

108 S S S S S S S S S S S S

109 S S S S S S S S S S S S

110 S S S S S S S S S S S S -
111 R S S S S S S S S S S S 0,08
R 4 0 0 2 7 0 0 0 1 3 0 3 0,06 2
% R 14 - - 7 25 - - - 4 11 - 11 - 7

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL.: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

En relacion con los microorganismos procedentes de aguas de consumo
humano (Tabla 18) s6lo se encontraron dos cepas multirresistentes, siendo una
de ellas resistente a cinco de los antibi6ticos estudiados pertenecientes al
grupo de las penicilinas, anfenicoles, quinolonas, tetraciclinas y pirimidinas.

Solo dos aislados superaron un IM de 0,20.
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Tabla 18. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de aguas de
consumo humano.

wa & X N 2 s 22 F 3 o5 oo . 3
cepa b3 (8] O O O] o o s Z2 = = =

1 R S S S R S S S R R S R 0,41 +
27 S S S S S S S S S S S S -

55 S S S S R S S S S R S R 0,25 +
56 S S S S S S S S S S S S -

57 S S S S S S S S S S S S -

58 S S S S R S S S S S S S 0,08

60 S S S S S S S S S S S S -

61 R S S S S S S S S S S S 0,08

62 S S S S R S S S S S S S 0,08

63 S S S S S S S S S S S S -

64 S S S S R R S S S R S S 0,25 +
65 S S S S S S S S S S S S -

66 S S S S S S S S S S S S - -
67 R S S S R S S S S R R R 0,41 +
72 S S S S R S S S S S S S 0,08 -
73 S S S S R S S S S R S S 0,16 -
74 R S S S R S S S S R S R 0,33 +
75 R R S S R S S S S S S S 0,25 +
76 S S S S R S S S S S S S 0,08 -
79 R R S S R S S S S R R S 0,41 +
80 R S S S S S S S S S S S 0,08

84 S S S S S S S S S S S S -

88 S S S S S S S S S S S S

89 S S S S S S S S S S S S

90 S S S S S S S S S S S S

91 S S S S S S S S S S S S

92 S S S S S S S S S S S S

93 S S S S S S S S S S S S

94 S S S S S S S S S S S S -
R 7 2 0 0 12 1 0 0 1 7 2 4 - 7
% R 24 7 - - 41 3 - - 3 24 7 14 - 24

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes

El dltimo grupo de cepas de E. coli analizadas, fueron las procedentes de
productos lacteos (Tabla 19). La mayoria de las resistencias se encontraron
frente al ciprofloxacino y a la tetraciclina, alcanzando un 25% en cada caso,
seguido de las cefalosporinas (cefotaxima y ceftazidima), colistina y acido
nalidixico con un 17% en todos los casos. En una sola ocasion se encontr6
resistencia a la ampicilina (8%). Por otro lado, no encontramos resistencias al

cloranfenicol, al meropenem, ni a la tigeciclina.
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Tabla 19. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas de productos
lacteos.

N° de
cepas

AMP
CTX
CAZ
CHL
CIP
COL
GEN
MEM
NAL
TCY
TIG
T
IM
MR

0,25 +

0,75 +
0,75 +
- 3
%R 8 17 - 25 17 17 25 - 25 - 25
AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL.: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
% R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
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Como se observa en la Tabla 19, respecto a un total de doce cepas aisladas en
este grupo, tres de las cepas analizadas fueron multirresistentes, presentando
dos de ellas resistencia a nueve de los doce antibidticos estudiados
perteneciente a los grupos de cefalosporinas, quinolonas, polimixinas,
aminoglucésidos, carbapenemas, tetraciclinas y pirimidinas, con un indice de
multirresistencia muy alto (0,75), mientras que otra tan solo lo hizo a tres
antimicrobianos perteneciente a las penicilinas, tetraciclinas y pirimidina (IM
de 0,25).

En general, las diferentes cepas de E. coli aisladas fueron resistentes al
ciprofloxacino (37%), a la tetraciclina (29%), a la ampicilina (28%). Por otra
parte, practicamente casi todas las cepas fueron sensibles a la gentamicinay a

la colistina y todas sensibles al meropenem (Figura 9).

El porcentaje de resistencias a cada antibidtico, teniendo en cuenta el origen

de la muestra, se encuentra en la Tabla 20. Destaca la resistencia muy alta a la
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tetraciclina detectada en los aislados a partir de preparados de ave (66,6%) y

a laampicilina y al ciprofloxacino (50% en ambos casos).

40%
35%
30%
25%

20%

15%

10%

1111 1
o 15

AMP CTX CAZ CHL CIP COL GEN MEM NAL TCY TIG

X

Figura 9. Resistencia de E. coli a los antibidticos ensayados.

En las cepas procedentes de preparados de ganado las resistencias que
aparecen en mayor medida son a la tetraciclina (62,5%), a la ampicilina
(55,5%) y al trimetoprim (43,7%), mientras que las cepas obtenidas de
moluscos presentan resistencia muy alta al ciprofloxacino (50%) (Tabla 20).
El valor-p en el caso de la ampicilina, el ciprofloxacino, la ceftazidima, el
cloranfenicol, el acido nalidixico, la colistina, la tetraciclina y la tigeciclina,
fue inferior a 0,05, lo que indico diferencias significativas en relacién con el
origen de la muestra y estos antibioticos. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en el caso del resto de antimicrobianos estudiados
(p>0,05).
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Tabla 20. Resistencia a antimicrobianos de E. coli. segun el origen de la muestra.

AMP

CTX

CAZ

CHL

CIP

COL

GEN

MEM

NAL

TCY

TIG

T

Aguas
o PGS oo | SO omumo Lawes
n+/n P
(%)
3/6 9/16 7120 4/28 7129 1/12 0.020
(50) (55,5) (35) (14,3) (24,1) (8,3)
1/6 1/16 6/20 1/28 2/29 2/12 0.115
(16,6) (6,2) (30) (3,6) (6,9) (16,6)
1/6 1/16 6/20 0/28 0/29 2/12 0,002
(16.,6) (6.2) (30) © ) (16.6)
2/6 4/16 4/20 2/28 0/29 0/12 0,007
(33.3) (25) (20) (7.1) ©) (@)
3/6 6/16 10/20 7128 12/29 3/12 0457
(50) (37,5) (50) (25) (41,4) (25)
0/6 0/16 2/20 0/28 1/29 2/12 0.143
) ) (10) @) (34 (16,6)
0/6 0/16 2/20 0/28 0/29 2/12 0,059
) ) (10) (@) ©) (16,6)
0/6 0/16 0/20 0/28 0/29 2/12 0.101
) ) ) (@) ©) (16,6)
2/6 5/16 6/20 1/28 1/29 2/12 0011
(33,3) (31,2) (30) (3,6) (3,9 (16,6)
4/6 10/16 5/20 3/28 7129 3/12 0,004
(66,6) (62,5) (25) (10,7) (24,1) (25)
0/6 3/16 5/20 2/29 0/12
0/28 (0) 0,012
© (18.7) (25) (6.9) ©)
1/6 7/16 7120 3/28 4/29 3/12 0096
(16,6) (43,7) (35) (10,7) (13,8) (25)

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: 4cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim

n: total de aislados; n*: total de aislados resistentes

También se examin6 el nimero de resistencias que presentaron las diferentes

cepas de E. coli segun el tipo de la muestra estudiada (Tabla 21). De las ciento

once cepas de E. coli aisladas, cincuenta y dos fueron sensibles a todos los

antibioticos, es decir, el 46% de las cepas totales. De estas cincuenta y dos
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cepas, quince procedian de frutas y hortalizas y otras quince de aguas de
consumo humano. Ocho tenian su origen en moluscos, asi como en lacteos.
Por (ltimo, seis venian de productos de ganado. No se encontraron cepas
procedentes de preparados carnicos de aves sensibles a todos los antibidticos.
Diecisiete cepas fueron resistentes a un solo antibiético, seis provenian de
frutas y hortalizas y otras seis de aguas de consumo humano, mientras que dos
derivaban de preparados de ave, lo mismo que de moluscos. No se encontraron
cepas, procedentes de preparados de ganado, resistentes a un solo antibiético
(Tabla 21).

Tabla 21. Namero de resistencias de las cepas de E. coli a los antibi6ticos en relacion con
su origen.

N° de % o }% % § > § 8 © =
. . gy = C 2] T = 3 > 8
resistencias ] S & 2 59 3] =) 5]
23 2o S 2t © < F

T g8 = =+
0 0 6 8 15 8 15 52
1 2 0 2 6 1 6 17
2 1 0 1 4 0 1 7
3 1 2 1 2 1 2 9
4 0 2 1 0 0 1 4
5 2 3 1 1 0 3 10
6 0 3 2 0 0 0 5
8 0 0 2 0 0 0 2
9 0 0 2 0 2 0 4

En la Figura 10, se muestra la distribucién porcentual, segin el nimero de
resistencias a los diferentes grupos antibi6ticos. De E. coli. un 46,8% de las

cepas de E. coli fueron sensibles a todos los antibiéticos mientras que, el
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27,9% de los aislados presentaron resistencia a al menos tres clases de
antibidticos, un 19,8% a una sola familia y tan solo un 5,4% fue resistente a
dos clases distintas. De las treinta y una cepas multirresistentes, el 29% fueron
resistentes a tres clases de antibioticos, el 35,5% a cuatro clases, el 19,3% a
cinco y la resistencia a seis y siete familias diferentes la alcanzo un 6,4% y

9,7% de los microorganismos estudiados en ambos casos.

Aislados totales (n=111) Aislados MR (n=31)

29,0%

H Resistencia a tres clases

MR H Resistencia a cuatro clases
m Sensible H Resistencia a cinco clases
® Resistente a una clase m Resistencia a seis clases

m Resistente a dos clases ® Resistencia a siete clases

Figura 10. Distribucion porcentual, segin el nimero de resistencias a los diferentes
grupos de antibiéticos, de los aislados de E. coli.

Los aislados multirresistentes presentaron veinticinco patrones diferentes, lo
que implica que tan solo en unos pocos casos el patron se repetia (Tabla 22).
Hay que destacar que la ampicilina forma parte de veinte de esos patrones y
la tetraciclina de diecinueve. Ademés, cuatro de los aislados presentan
resistencia a nueve de los antimicrobianos ensayados, procediendo dos de
ellas de productos l&cteos y las otras dos han sido aisladas a partir de

moluscos.
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Tabla 22. Patrones de multirresistencia antibi6tica en E. coli.

Resultados

AMP/CHL/TCY

AMP/TCYIT

CIP/COL/TCY

CIP/TCYIT

AMP/CIP/TCYITIG

AMP/CHL/TCY/T

AMP/CIP/NAL/T

AMP/CIP/TCYIT

AMP/CTX/CAZICIP/NAL

AMP/CTX/CIP/TCYITIG

AMP/CHL/CIP/TCYIT

AMP/CHL/TCYITIGIT

AMP/CIP/NAL/TCYIT

AMP/CIP/NAL/TCYIT

AMP/CIP/TCYITIGIT

CTXI/CAZICIPITIGIT

AMP/CTX/CAZ/CHL/CIP/NAL

AMP/CTX/ CAZICIP/NAL/ITCY

AMP/CHL/CIP/NAL/TCYIT

AMP/CTX/CAZICHL/CIP/COL/TIG/T

CTX/CAZICIP/ICOL/GEN/NAL/TCYITIG

AMP/CTX/CAZICHL/CIP/INAL/TCY/TIG/IT

AMP/CTX/CAZICIP/GEN/NAL/TCY/TIG/IT

CTX/CAZ/CIP/ICOL/GEN/MEM/NAL/TCYIT

Preparados de aves
Frutas y hortalizas

Productos lacteos
Agua
Agua
Preparados de ganado
Preparados de ganado
Moluscos
Agua
Preparados de ave

Agua

Preparados de ave
Frutas y hortalizas

Preparados de ganado
Agua
Preparados de ganado
Agua
Moluscos
Moluscos

Preparados de ganado

Preparados de ganado
Moluscos

Moluscos
Moluscos
Moluscos
Moluscos

Productos lacteos

. n‘/n

Origen (%)
17111

AMP/CTXICIP Agua (1%)

2/111 (2%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
2/111 (2%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
2/111 (2%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
3/111 (3%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)
1/111 (1%)

2/111 (2%)

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; MEM: meropenem; NAL: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim; n+/n,
relacion entre el nimero de muestras positivas para ese patron. Y el nimero de muestras analizadas.
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4.2.3 Deteccion de E. coli productora de betalactamasas de espectro
ampliado (BLEE).

Para realizar la seleccion inicial de las posibles cepas productoras de BLEE,
se tuvo en cuenta cuales de las cepas estudiadas fueron resistentes a las
cefalosporinas de tercera generaciéon, cefotaxima y ceftazidima,
encontrandose trece cepas que se ajustaban a estas premisas, diez de las cuales
habian presentado resistencia a los dos antibidticos y tres eran resistente
Unicamente a cefotaxima (Tabla 23).

Tabla 23. Cepas de E. coli posibles productoras de betalactamasas de espectro extendido.

Cepas Origen Resistencia antibiotica
2 Preparados cérnicos ave AMP, CTX, CAZ, CIP, NAL
98 Preparados céarnicos ganado AMP, CTX, CAZ, CIP, NAL, TCY
5 Moluscos AMP, CTX, CAZ, CHL, CIP, NAL
33 Moluscos CTX, CAZ, CIP, COL, GEN, NAL, TCY, TIG
36 Moluscos AMP, CTX, CAZ, CHL, CIP, COL, TIG, T
41 Moluscos AMP, CTX, CAZ, CIP, GEN, NAL, TCY, TIG, T
78 Moluscos AMP, CTX, CAZ, CHL, CIP, NAL, TCY, TIG, T
35 Moluscos CTX,CAZ,CIP, TIG, T
82 LAacteos CTX, CAZ, CIP, COL, GEN, MEM, NAL, TCY, T
83 Lécteos CTX, CAZ, CIP, COL, GEN, MEM, NAL, TCY, T
75 Agua AMP, CTX, CIP
79 Agua AMP, CTX, CIP, TCY, TIG
31 Frutas y hortalizas CTX,CIP, T

AMP: ampicilina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; COL.: colistina; GEN:
gentamicina; NAL: &cido nalidixico; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; T: trimetoprim
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Una vez identificadas las cepas como posibles productoras de BLEE, el
NCCLS recomienda realizar pruebas confirmatorias que permitan corroborar
la produccion de estas enzimas por parte de la cepa estudiada. Para ello se
utilizaron tres métodos: la prueba de sinergia de doble disco, el método de

discos combinados con inhibidor y el método de E-test.

4.2.3.1 Sinergia de doble disco.

Se estudid la presencia de E. coli productor de BLEE en las trece cepas
relacionadas en la tabla 23 con la técnica de sinergia de doble disco descrita

en Material y Métodos.

Los aislados que presentaron un ensanchamiento o ampliacién en la zona de
inhibicién comprendida entre los halos de inhibicién en alguno de los
antimicrobianos y el disco con el inhibidor de betalactamasas se consideraron

positivos para la presencia de BLEE.

Se observo la posible presencia de BLEE en las cepas 2, 36, 41, 78 y 98, no

apreciandose en el resto de los microorganismos estudiados.

4.2.3.2 Discos combinados con inhibidor.

Se analizaron las muestras de E. coli siguiendo el protocolo descrito en
Material y Métodos, utilizando discos combinados de cefalosporinas con

acido clavulanico.

La interpretacion de los resultados se basa en la medicion del halo de
inhibicion producido por la ceftazidima, cefotaxima o cefepima en presencia
de é&cido clavulanico, considerandose positivo cuando se produce un

incremento mayor o igual a cinco mm respecto al de la cefalosporina
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correspondiente sin acido clavulanico. Las medidas de los halos de inhibicion
indicaron que cinco de las cepas estudiadas presentaban BLEE (2, 98 41, 78 y
82) (Tabla 24).

Tabla 24. Medida en mm de los halos de inhibiciéon utilizando discos combinados de
cefalosporinas con acido clavulanico en E. coli.

Cepas CTL CTX CAL CAZ FEL FEP

2 30 29 26 21 29 30
98 46 21 40 12 41 33
5 43 45 33 38 35 45
33 30 40 27 35 30 41
36 32 32 27 25 30 35
41 35 30 27 21 30 33
78 35 30 30 25 28 30
35 27 24 22 19 23 26
82 40 34 35 25 38 35
83 30 30 26 24 27 30
75 34 30 25 24 30 30
79 35 33 25 24 32 35
31 32 31 29 25 30 33

CTL: Cefotaxima-clavulanico; CTX: Cefotaxima;
CAL: Ceftazidima-clavulanico; CAZ: Ceftazidima;
FEL: Cefepime-clavulanico; FEP: Cefepime

4.2.3.3 E-test.

Siguiendo las indicaciones descritas en Material y Métodos, al utilizar el
método de E-test, la CIM estuvo determinada por el punto donde la elipse de
inhibicion del crecimiento intercepta de la tira. Para confirmar la produccion
de BLEE, se obtuvo el resultado de dividir la CIM del antimicrobiano solo
entre la CIM del antimicrobiano combinado con el &cido clavulénico; si esta
razén es mayor o igual a ocho se confirma la produccion de BLEE. La
presencia de una zona fantasma o la deformacion de la elipse de inhibicién
también se considera positivo, independientemente de la ratio de CMI.La

Tabla 25 muestra los resultados obtenidos, confirmando la existencia de
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BLEE en nueve de las cepas estudiadas. Las cepas en las que esta ratio fue
igual o mayor a ocho fueron la 2, 33, 36, 41, 75, 78, 82, 83 y 98.

Tabla 25. Relacion entre la CIM del antimicrobiano solo y la CIM del antimicrobiano
combinado con el &cido clavulanico en E. coli obtenidos mediante la técnica de E-test.

Ratio
N° de cepa CTX/CTL CAZICAL FEP/FEL

2 0,25/0,016=156 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
08 * * *

5 0,25/0,047=53 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
33 0,25/0,016=15,6 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
36 0,25/0,016=15,6 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
41 0,25/0,023=10,9 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
78 0,25/0,016=15,6 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
35 0,25/0,047=53 0,5/0,064=7,8 0,25/0,094=3,9
82 0,25/0,016=15,6 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
83 0,25/0,023=10,9 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
75 0,25/0,016=15,6 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
79 0,25/0,047=53 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9
31 0,25/0,032=7,8 0,5/0,064=7,8 0,25/0,064=3,9

CAZ/CAL.: ceftacidine/ceftacidine + 4cido clavulanico
CTX/CTL: cefotaxima/cefotaxima + 4cido clavulanico
FEP/FEL: cefepime/cefepime + &cido clavulanico

(*) Deformacion de la elipse de inhibicién

Teniendo en cuenta métodos utilizados en la deteccion de BLEE de las cepas
de E. coli, la Tabla 26 muestra un resumen de los resultados obtenidos. Sé6lo
las cepas 2, 41 y 78 arrojan un resultado positivo en los tres métodos de

deteccion.
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Tabla 26. Resumen de cepas de E. coli que presentan BLEE teniendo en cuenta los tres
métodos utilizados para su deteccion.

Cepas Sinergia de doble disco Discos combinados con inhibidor E-test
2 + + +
5 - -
31 - -
33 - -
35
236
41
75
78
79
82 -
83 - -
98 -
+: positivo a BLEE; -: negativo a BLEE

+F 0+ 4
+ v 4+ 0 4+
R e R

+
+ + +

4.2.4 Deteccion de E. coli productora de betalactamasas tipo AmpC.

La seleccidn inicial de las cepas posibles productoras de estas enzimas se
realizé del mismo modo que para las BLEE, teniendo en cuenta cuales fueron
resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion (Tabla 27). La
determinacion de los aislados positivos se realiz6 mediante la técnica de
discos combinados con inhibidor. Consiste en comparar los halos de
inhibicién de un disco con alguna cefalosporina de tercera generacién con el

de un disco con la misma cefalosporina mas cloxacilina.

La potenciacién de la actividad de la cefalosporina en presencia del inhibidor,
indica la produccion de AmpC cuando el incremento del didmetro de
inhibicién sea igual o superior a cinco mm. Los resultados, como puede
observarse en la Tabla 27, indican que ninguna de las cepas de E. coli

analizadas es productora de betalactamasas tipo AmpC.
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Tabla 27. Medida en mm de los halos de inhibicién obtenidos mediante la técnica de los
discos combinados con inhibidor, para detectar la presencia de cepas productoras de
betalactamasas tipo AmpC.

N° de cepa CTC CTX CAC CAZ

2 39 37 33 30
98 35 30 23 20

5 50 50 39 38
33 37 36 30 31
36 42 40 35 35
41 45 45 40 40
78 40 40 30 30
35 37 35 32 30
82 37 36 30 30
83 40 38 28 28
75 40 40 33 34
79 48 45 46 42
31 40 40 37 35

CTC: cefotaxima + cloxacilina; CTX: cefotaxima;
CAC: ceftazidima + cloxacilina; CAZ: ceftazidima

4.3  Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

4.3.1 Estudio de la presencia de C. jejuni y C. coli.

De acuerdo con el protocolo de aislamiento e identificacion de
microorganismos del género Campylobacter descrito en Material y Métodos,
durante el periodo comprendido entre enero de 2016 y diciembre de 2017 se
realizaron controles sobre un total de cuatrocientas ochenta y tres muestras
provenientes de aves de la provincia de Valencia, destinadas a la deteccion de
este género de microorganismos. Las muestras, como en los casos anteriores,
se procesaron en el Laboratorio de Salud Publica de Valencia y posteriormente
los resultados fueron confirmados en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Farmacia mediante la utilizacion del sistema automatizado

Thermo Scientific Sensititre®.
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En el afio 2016 las muestras analizadas fueron trescientas cincuenta y dos, de
las cuales trescientas doce procedian de matadero y cuarenta de punto de
venta. En el afio 2017 se analizaron ciento treinta y una muestras, ciento
dieciocho de matadero y trece de punto de venta. (Tabla 28). En un 19,8% de
las muestras del afio 2016 se encontrd la presencia de Campylobacter spp.,
mientras que este porcentaje se elevd hasta el 41,9% en el afio 2017. Segun su
origen, en 2016, el mayor porcentaje de muestras positivas corresponde a
punto de venta (57,5%), mientras que en 2017 fue mayor el porcentaje de
muestras positivas procedentes de matadero (43,2%).

Tabla 28. Muestras positivas en Campylobacter spp. durante los afios estudiados por tipo
de alimento.

2016 2017
n+/n % n+/n %
Matadero
(Canal y piel de cuello) 471312 15,1 51/118 43,2
Punto de venta
(Embalaje y pollo de engorde) 23140 57,5 4/13 30,8
Total 70/352 19,8 55/131 41,9

n+/n, relacion entre el nimero de muestras positivas en Campylobacter spp. y el nimero de muestras analizadas segin
tipo de alimento.

Como se observa en la Tabla 29, la especie de las bacterias aisladas
correspondi6 mayoritariamente a C. jejuni, 84,2% de las muestras en 2016 y
78,1% en 2017, ocurriendo lo mismo si tenemos en cuenta el origen de la

muestra (matadero o punto de venta).
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Tabla 29. Namero de muestras positivas en C. coli y C. jejuni por afio y alimento.

2016 2017
n C. coli C. jejuni n C. coli C. jejuni
Matadero 47 4 43 51 12 39
(Canal y piel de cuello) (8,5%) (91,4%) (23,5%) (76,4%)
Punto de venta 23 7 16 4 0 4
(Embalaje y pollo de engorde) (30,4%) (69,5%) (100%)
11 59 12 43
Total 0 as7) | @a2) P (18%)  (781%)

n: nimero de cepas de Campylobacter spp. encontradas en los diferentes alimentos.

4.3.2 Estudio de la resistencia de C. jejuni y C. coli a antibiéticos.

Posteriormente, una vez aislados los microorganismos, se procedié a realizar
el estudio de las resistencias a los diferentes antibi6ticos marcados por la
legislacion, realizando el estudio agrupando las cepas segun el tipo de
alimento del que procedian. Como se puede observar en la Tabla 30, los
microorganismos procedentes de canal de pollo fueron, en un 98% resistentes
simultaneamente al ciprofloxacino y é&cido nalidixico (quinolonas), mientras
que el 81% presento resistencia a la tetraciclina. Ademas, estas cepas
resistentes a la tetraciclina, también lo fueron a las dos quinolonas. Tan solo
se encontraron un 12% de cepas resistentes a la estreptomicina 'y un 2% a la

eritromicina y a la gentamicina.

Para un total de cuarenta y ocho cepas aisladas en este grupo, se encontraron
siete cepas multirresistentes de las cuales, seis de las cepas (una de C. coli y
cinco de C. jejuni) presentaron resistencia a cuatro de los antibidticos
ensayados perteneciente a los grupos de los macrélidos, quinolonas y
tetraciclinas (Tabla 30).
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Tabla 30. Resistencia a antimicrobianos de cepas de C. coli y C. jejuni aisladas de canal de
pollo.

ERI CIP GEN NAL STR TCY 1M MR
C. coli
1 S R S R S S 0,33 -
67 S R S R S R 0,5 -
68 R R S R S R 0,66 +
78 S R S R R R 0,66 +
93 S R S R S R 0,5 -
C. jejuni
2 S R S R S R 0,5 -
3 S R S R S S 0,33 -
61 S R S R S R 0,5 -
65 S R S R S R 0,5 -
63 S R S R S S 0,33 -
69 S R S R S R 0,5 -
70 S R S R S R 0,5 -
73 S R S R S R 0,5 -
74 S R S R S R 0,5 -
75 S R S R S R 0,5 -
76 S R S R S R 0,5 -
7 S R S R R R 0,66 +
79 S R S R S R 0,5
80 S R S R S R 0,5 -
83 S R S R S R 0,5 -
86 S R S R S S 0,33 -
87 S R S R S S 0,33 -
91 S R S R S S 0,33 -
92 S R S R S R 0,5 -
94 S R R R R R 0,83 +
95 S R S R S R 0,5 -
97 S R S R S R 0,5 -
99 S R S R S R 0,5 -
100 S R S R S R 0,5 -
106 S R S R S R 0,5 -
108 S R S R S R 0,5 -
109 S R S R R R 0,66 +
110 S R S R S R 0,5 -
111 S R S R S R 0,5 -
112 S R S R S R 0,5 -
113 S R S R R R 0,66 +
114 S R S R S R 0,5 -
115 S R S R S R 0,5 -
116 S R S R S R 0,5 -
117 S R S R S R 0,5 -
118 S R S R S R 0,5 -
119 S R S R S S 0,33 -
120 S R S R S R 0,5 -
121 S R S R R R 0,66 +
122 S R S R S R 0,5 -
123 S S S S S S - -
124 S R S R S S 0,33 -
125 S R S R S R 0,5 -
R 1 47 1 47 6 39 - 7
%R 2 98 2 98 12 81 - 15

ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; NAL: &cido nqlidixico; STR: estreptomicina; TCY:
tetraciclina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes
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Tabla 31. Resistencia a antimicrobianos de cepas de C. coli y C. jejuni aisladas de piel de
cuello.

ERI CIP GEN NAL STR TCY IM MR
C. coli
7 S S S S S R 0,16 -
8 S S S S S R 0,16 -
22 S R S R S R 0,5 -
24 S S S S S S - -
25 S R S R S R 0,5 -
26 S R S R S R 0,5 -
31 S R S R R R 0,66 +
39 S R S R R R 0,66 +
40 S R S R R R 0,66 +
43 S R S R S R 0,5 -
51 R R R R R R 1,0 +
C. jejuni
4 S R S R S S 0,33 -
5 S R S R S S 0,33 -
6 S R S R S S 0,33 -
9 S R S R S R 0,5 -
10 S R S R S S 0,33 -
11 S R S R S S 0,33 -
12 S R S R R R 0,66 +
13 S R S R S R 0,5 -
14 S R S R S R 0,5 -
17 S R S R S R 0,5 -
18 S R S R S S 0,33 -
19 S R S R S R 0,5 -
20 S R S R S R 05 -
21 S R S R S R 0,5 -
23 S R S R S R 0,5 -
27 S R S R S R 0,5 -
28 S R S R S R 05 -
29 S R S R S R 0,5 -
30 S R R R S R 0,66 +
32 S R S R S S 0,33 -
33 S R S R S R 0,5 -
34 S R S R S R 0,5 -
37 S R S R S R 0,5 -
38 S R S R S R 0,5 -
41 S R S R S R 0,5 -
42 S R S R S R 0,5 -
44 S R S R S R 0,5 -
45 S S S S R R 0,33 -
46 S R S R S R 0,5 -
47 S S S S S R 0,5 -
48 S R S R S R 0,5 -
49 S R S R S R 0,5 -
50 S R S R S R 0,5 -
52 S R S R S R 0,5 -
53 S R S R S R 0,5 -
54 S R S R S S 0,33 -
55 S R S R S R 0,5 -
56 S R S R S R 0,5 -
57 R R R R R R 1,0 +
R 2 45 3 45 7 41 - 7
%R 4 90 6 90 14 82 - 14

ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; NAL: acido nalidixico; STR: estreptomicina;
TCY: tetraciclina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de
multirresistencia; MR: Cepas multirresistentes
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Otra de las cepas de C. jejuni presentd resistencia a cinco de los seis
antibidticos estudiados perteneciente a todas las clases de antibioticos excepto

los macrdlidos (Tabla 30).

De acuerdo con estos datos, el IM supero en la mayoria de los casos el valor
0,20. Sin embargo, a pesar de estos valores de IM, sblo dos cepas de C. coliy

cinco de C. jejuni presentan multirresistencia (Tabla 30).

De las cincuenta cepas aisladas de piel de cuello (Tabla 31), la mayoria fueron
resistentes de forma simultanea a las dos quinolonas (90%), y en menor
medida a la tetraciclina (82%). Se encontraron porcentajes inferiores de
resistencias para el resto de los antibiéticos ensayados. En las muestras de C.
coli, el IM supero en la mayoria de los casos el valor de referencia 0,20, sin
embargo, solo tres de las muestras de C. jejuni estudiadas superaron ese valor.
Cuatro cepas de C. coli y tres de C. jejuni presentaron multirresistencia, siendo
importante resaltar que dos aislados mostraron resistencia a todos los
antimicrobianos ensayados (Tabla 31).

Tabla 32. Resistencia a antimicrobianos de cepas de C. coli y C. jejuni aisladas del
embalaje de pollo.

ERI CIP GEN NAL STR TCY 1.M MR
C. coli
58 S R S R S R 0,5
C.jejuni
15 S R S R S R 0,5
16 S R S R S R 0,5
81 S R S R S R 0,5
R 0 4 0 4 0 4
% R - 100 - 100 - 100

ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; NAL: &cido ne}lidixico; STR: estreptomicina; TCY:
tetraciclina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes

En relacion con las muestras procedentes del embalaje de pollo (Tabla 32), las
cuatro cepas fueron resistentes al grupo de las quinolonas y a la tetraciclina de

forma simultanea. No se encontré ninguna resistencia para la eritromicina,

94



Resultados

gentamicina y estreptomicina, y no se detectd ninguna multirresistencia,

aunque el IM en todos los casos fue de 0,50.

Por altimo, en el estudio de las muestras de pollo de engorde (Tabla 33), de

las veintitrés cepas aisladas en este grupo, la mayoria de las cepas de

Campylobacter spp. fueron resistentes paralelamente a las dos quinolonas

(96%), y en menor medida al grupo de las tetraciclinas (70%).

Tabla 33. Resistencia a antimicrobianos de cepas de C. coli y C. jejuni aisladas de pollo de

engorde.
ERI CIP GEN NAL STR TCY IM MR
C. coli
60 R R R R R R 1,0 +
63 S R S R S S 0,33 -
64 S R S R S R 05
89 S R S R S S 0,33
90 S R S R S S 0,33
103 S R S R S R 0,5
C. jejuni
35 S R S R S R 05
36 S R S R S R 05
59 S R S R S R 05
62 S R S R S R 05
71 S R S R S R 05
72 S R S R S S 0,33
82 S R S R S R 05
84 S R S R S S 0,33
85 S R S R S R 05
88 S S S S S S - -
96 S R S R R R 0,66 +
98 S R S R S R 05 -
101 S R S R S R 05
102 S R S R S R 05
104 S R S R S S 0,5
105 S R S R S R 05
107 S R S R S R 0,5 -
R 1 22 1 22 2 16 - 2
% R 4 96 4 96 9 70 8,7

ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; NAL: &cido nqlidl’xico; STR: estreptomicina; TCY:
tetraciclina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibi6tico ensayado; IM: Indice de multirresistencia; MR: Cepas

multirresistentes

Una cepa (C. coli) presentd resistencia a todos los antibioticos analizados,

perteneciente a todas las clases de antibidticos estudiados (macrélidos,

quinolonas, aminoglucésidos y tetraciclinas) otra a cuatro antimicrobianos (C.

jejuni) y dieciséis de ellas (70%) fueron resistentes al mismo tiempo a las
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quinolonas y a la tetraciclina, siendo solo dos cepas multirresistentes. Con
respecto a los IM, y de acuerdo con los resultados anteriores, fue 1,0 y 0,66
en los microorganismos multirresistentes y de 0,50 y 0,33 en el resto (Tabla
33).

Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos el 91% y el 95% de las muestras
de C. coli y de C. jejuni respectivamente, presentaron resistencia al &cido
nalidixico, ocurriendo lo mismo con el ciprofloxacino. Alrededor del 80% de
los microorganismos estudiados de ambas especies, fueron resistentes a la
tetraciclina y un 27% de C. coli fue resistente a la estreptomicina. En menor
medida aparecieron resistencias al resto de antibioticos (Figura 11).

100%

90%
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40%
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ERI CIP GEN NAL STR TCY

HC. coli mC. jejuni

X

Figura 11. Resistencia de C. coli y C. jejuni a los antibioticos ensayados.
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Tabla 34. Resistencia antimicrobiana de C. coli y C. jejuni segun el origen de la muestra.

Resultados

Canal Piel de cuello Pollo de engorde Embalaje Total Valor-p
n+/n (%)

C. coli 5/5 (100) 8/11 (72.7) 6/6 (100) 1/1 (100) 20/23 (87)

NAL C. jejuni 42/43 (97.7) 47148 (97.9) 37/39 (94.9) 45/50 (90) 16/17 (94.1) 22123 (%5.1) 3/3 (100) 4(100) 98/102 (96.1) 0882
C. coli 5/5 (100) 8/11 (72.7) 6/6 (100) 1/1 (100) 20/23 (87)

cip C. jejuni 42/43 (97.7) 47148 (97.9) 31/39 (79.5) 39/50 (78) 16/17 (94.1) 22123 (95.7) 3/3 (100) 4(100) 92/102 (90.2) 0321
C. coli 1/5 (20) 1/11 (9.1) 1/6 (16.7) 0 3/23 (13)

ERI C. jejuni 0/43 1/48 (2.1) 1/39 (2.6) 2050 (4) 0/17 V23 (439 0 0 1/102 (0.01) 0882
C. coli 0 10/11 (90.1) 3/6 (50.0) 1/1 (100) 14/23 (60.9)

TCY C. jejuni 39/43 (90.7) 80/48 (81.3) 31/39(79.5) 41/50 (82) 13/17 (76.5) 16/23 (69:6) 3/3 (100) 4 (100 86/102 (84.3) 0338
C. coli 0 1/11 (9.1) 1/6 (16.7) 0 2123 (8.7)

GEN C. jejuni 1/43 (2.1) 14 21 2/39 (5.1) 3/50 (6) 0/17 V23 (43) 0 0 3/122 (0.03) 0882
C. coli 1/5 (20) 4/11 (36.4) 1/6 (16.7) 0 6/23 (26.1)

STR C. jejuni 5/43 (11.6) 6/48 (12.5) 3/39 (7.7) 7150 (14) 1/17 (5.9) 2123 (87) 0 0 9/122 (7.4) 0681

NAL: &cido nalidixico; CIP: ciprofloxacino; ERI: eritromicina; TCY: tetraciclina; GEN: gentamicina; SRT: estreptomicina
n: total de aislados; n*: total de aislados resistentes a los antimicrobianos ensayados
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Los aislados de Campylobacter spp. mostraron una alta resistencia al acido
nalidixico (90-100%) y al ciprofloxacino (78-100%), con resultados similares

cuando son referidos a las especies (Tabla 34).

La resistencia a la tetraciclina fue significativa (69,6-100%) y menor en el
caso de otros antimicrobianos: eritromicina (2,1-4,3%), gentamicina (2,1-6%)
y estreptomicina (8,1-14%), no encontrando diferencias importantes en

ninguno de los casos, si tenemos en cuenta el origen de la muestra (Tabla 34).

En conjunto, segun los datos obtenidos, el 87% y el 96,1% de las muestras de
C. coli y C. jejuni, respectivamente, demostraron una notable resistencia al
acido nalidixico, similar al ciprofloxacino (87% y 90,2%). La resistencia a la
tetraciclina representd un 60,9% para C. coli y un 84,3% para C. jejuni y el
26,1% de los aislados de C. coli fue resistente a la estreptomicina. La
resistencia al resto antibi6ticos se observé en menor medida (Tabla 34). Todos
los valores-p fueron >0,05 y no se observaron diferencias significativas entre
la resistencia a los antibidticos y el origen de la muestra.

Finalmente, como se observa en la Tabla 35, haciendo una recopilacién de los
datos obtenidos, de las ciento veinticinco cepas de Campylobacter spp.
analizadas, tres fueron sensibles a todos los antibiéticos, procediendo de canal
de pollo, piel de cuello y pollo de engorde. Otras tres cepas presentaron
resistencia a un solo antibiético (piel de cuello), mientras que la resistencia a
dos antibidticos se presento en veintitrés cepas. Las dieciséis cepas restantes
presentaron resistencia a mas de tres antibioticos, doce a cuatro de ellos,
mientras que s6lo Una procedente de canal de pollo fue resistente a cinco
antimicrobianos. Las tres cepas restantes fueron resistentes a todos los
antibioticos analizados. De éstas, dos procedian de piel de cuello, mientras

que la otra procedia de pollo de engorde.
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Tabla 35. Numero de cepas resistentes a un determinado nimero de antibiéticos.

Ne de Canal Piel de Pollo de Embalaje Total
resistencias cuello engorde
0 1 1 1 0 3
1 0 3 0 0 3
2 8 9 6 0 23
3 32 30 14 4 80
4 6 5 0 12
5 1 0 1
6 0 0 3
Total 48 50 23 4 125

En la Figura 12 se muestra la distribucion porcentual, segin el nimero de
resistencias a los diferentes grupos antibidticos, de Campylobacter spp. Tan
solo un 2,4% de los microorganismos fue sensible a todos los antibi6ticos,
mientras que el 20,8% presento resistencia a una familia un 64,0% a dos
clases. El 13% de las cepas presentd multirresistencia, de las cuales el 81% lo

hizo a tres familias de antimicrobianos y el resto a cuatro.

Aislados totales (n=125) Aislados MR (n=16)

19%

81%

EMR
u Sensible

H Resistente a una clase
H Resistente a dos clases

B Resistencia a tres clases
B Resistencia a cuatro clases

Figura 12. Distribucion porcentual segin el nimero de resistencias a los diferentes grupos
de antibidticos de los aislados de Campylobacter spp.
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En relacion con los patrones de multirresistencia (Tabla 36), se encontraron
cinco patrones diferentes, dos de ellos comunes para ambas especies. En todos

los patrones aparecian las quinolonas y la tetraciclina.

Tabla 36. Patrones de multirresistencia en C. coli y C. jejuni.

. . C. coli C. jejuni
Patrén Origen n'/n (%) n*in (%)
ERI/CIP/NAL/TCY Canal 1/22 (5%) 0
CIP/NAL/GEN/TCY Piel de cuello 0 1/103 (1%)
Canal
CIP/NAL/STR/ITCY Piel de cuello 4/55 (7%) 6/103 (6%)
Pollo de engorde
CIP/GEN/NAL/STRITCY Canal 0 1/103 (1%)
Piel de cuello

ERI/CIPIGEN/NAL/STR/TCY 122 (5%) | 2/103 (2%)

Pollo de engorde

ERI: eritromicina; CIP: ciprofloxacino; GEN: gentamicina; NAL: &cido nalidixico; STR: estreptomicina; TCY:
tetraciclina. N*/n: nimero de cepas que presentan ese patrén/nimero de cepas totales de Campylobacter spp.

4.4  Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium.

4.4.1 Estudio de la presencia de E. faecalis y E. faecium.

Durante el afio 2014 y primer trimestre de 2015 se realizaron controles sobre
un total de cuatro mil quinientas cuatro muestras aguas de diferentes origenes
(Anexo 1), destinadas a la deteccion, aislamiento e identificacion de
microorganismos del género Enterococcus. Dentro de los Programas de
Vigilancia Sanitaria de las Aguas de Consumo Humano de la Generalitat
Valenciana. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Salud Pablica de
Valencia, aislandose e identificAndose un total de noventa y dos cepas de
Enterococcus, correspondiendo sesenta y cuatro a E. faecium, quince a E.
faecalis y las trece restantes se identificaron como Enterococcus spp. (Tabla

37). El estudio llevd a cabo siguiendo los procedimientos internos
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desarrollados en el Laboratorio de Salud Publica de Valencia y acreditados
por la Entidad Nacional de Acreditacion segin la norma 1SO 17025:2017.
Posteriormente, la identificacion se confirmé en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia (Universitat de Valencia) mediante

la utilizacion del sistema automatizado Thermo Scientific Sensititre®.

Tabla 37. Presencia de E. faecium y E. faecalis en las muestras obtenidas de aguas de
consumo humano en la provincia de Valencia.

Afos n E. faecium E. faecalis Enterococcus spp.
2014 2812 54 (1,92%) 10 (0,36%) 9 (0,32%)
2015 1692 10 (0,59%) 5 (0,29%) 4 (0,24%)
Total 4504 64 (1,42%) 15 (0,33%) 13 (0,29%)

n: ndmero de muestras totales

En el afio 2014 se analizaron dos mil ochocientas doce muestras, detectando
la presencia de E. faecium en cincuenta y cuatro de ellas (1,92%) y la de E.
faecalis en diez aguas (0,36%). De las mil seiscientas noventa y dos muestras
analizadas durante el primer trimestre del 2015, se detectaron diez muestras
positivas en E. faecium (0,59%) y cinco en E. faecalis (0,29%) (Tabla 37).

Debido a la gran variabilidad en cuanto al origen de las muestras de aguas, y
con el fin de poder realizar mejor el andlisis de los resultados, se dividieron
en cuatro grupos: pozos, fuentes y manantiales, canales y rios, y red de
abastecimiento publico con o sin depésito intermedio. La distribucién de
especies por afio y tipo de agua queda reflejada en la Tabla 38, observandose

que la presencia de E. faecium prevalecia sobre E. faecalis.
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Tabla 38. Numero de muestras positivas en E. faecium y E. faecalis por afio y origen.

Afio 2014 Afio 2015
n E. faecium E. faecalis n E. faecium E. faecalis
23 5 4 3
Pozos 28 7
(82%) (18%) (57%) (13%)
Fuentes y 27 23 4 6 5 !
manantiales (85%) (15%) (83%) (17%)
5
Rios 5 - 0 - -
(100%)
3 1 1 1
Red 2
(75%) (25%) (50%) (50%)
Total 64 54 (84%) 10 (16%0) 15 10 (67%) 5 (13%)

n: nimero de muestras positivas durante el estudio

4.4.2 Estudio de la resistencia de E. faecium y E. faecalis a antibiéticos.

Una vez aislados e identificados los microorganismos, se procedi6 a realizar
el estudio de las resistencias a los diferentes antibi6ticos marcados por la
legislacion, como se detalla en Material y Métodos, agrupando las cepas segln

el tipo de agua del que procedian.

De las treinta y cinco cepas de enterococos (E. faecium y E. faecalis) aisladas
de aguas de pozo (Tabla 39), E. faecium present6 tan solo resistencia a tres de
los antibidticos ensayados, a la combinacion de quinupristin/dalfopristin
(44%), a la tetraciclina (11%) y a la vancomicina (7%). Por otro lado, para E.
faecalis, se observa que un 63% de los aislamientos son resistentes a la
tetraciclina, seguido de un 38% a la eritromicina, un 25% para tigeciclina y
quinupristin/dalfopristin y un 13% a la ampicilina, cloranfenicol, gentamicina

y vancomicina.

102



Resultados

Tabla 39. Resistencia a antimicrobianos de E. faecium y E. faecalis aisladas de aguas de
pozo.

o _ a o - z N O > zZ ox

38 % E 3 28 g5 gg 2o
E. faecium
2 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
3 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
4 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
7 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
23 S S S S S S S S S S S S - -
24 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
25 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
26 S S S S S S S S S S S S - -
27 S S S S S S S S S S S S - -
29 S S S S S S S S S S S S - -
31 S S S S S S S S S S S S - -
32 S S S S S S S R S S R S 0,16 -
34 S S S S S S S S S S S S - -
35 S S S S S S S S S S S S - -
36 S S S S S S S S S S S S - -
45 S S S S S S S S S S S S - -
49 S S S S S S S S S S S S - -
53 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
54 S S S S S S S S S S S S - -
55 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
58 S S S S S S S R S R R S 0,25 +
63 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
64 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
65 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
72 S S S S S S S S S S S S - -
78 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
79 S S S S S S S R S S S S 0,08
R 0 0 0 0 0 0 0 13 0 3 2 0 0,05 1
%R - - - - - - 44 - 1n 7 - 4
E. faecalis
30 S S S S S S S S S R S R 0,16 -
39 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
41 S S S S S S S S S S S S - -
50 S S R S R S S S S R R S 0,33 +
51 S S S S S S S S S S R S 0,08 -
66 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
70 S R S S R R S R S R S S 0,41 +
73 S S S S R S S S S R S S 0,16 -
R 0 1 1 0 3 1 0 2 0 5 2 1 - 2
%R - 13 13 - 38 13 - 25 - 63 25 13 - 25

AMP: ampicilina; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina;
LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; VAN:
vancomicina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibi6tico ensayado; IM: indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes
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Tabla 40. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. faecium y E. faecalis aisladas
de fuentes y manantiales a los diferentes antibiéticos.

o a ol = z N [a) @] > O] P4 14
=3 & 3 E § 3 & &g ¢ 2 gz =
E. faecium
5 S S S R S S S R S S S S 0,16 -
8 S S S S S S S S S S S S - -
9 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
10 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
11 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
12 S S S S S S S R S R S S 0,16 -
13 S S S S S S S S S S S S - -
15 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
16 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
17 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
18 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
19 S S S S S S S R S R S R 0,25 +
20 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
21 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
22 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
37 S S S S S S S S S S S S - -
38 S S S S S S S S S S S S - -
40 S S S S S S S S S S S S - -
43 S S S S S S S R S R S S 0,16 -
56 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
59 S S S S S S S S S R S S 0,08 -
60 S S S S S S S R S S S R 0,16 -
61 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
68 S S S S S S S S S S S S - -
69 S S S S S S S S S S S S - -
74 S S S S S S S S S S S S - -
75 S S S S S S S R S S S S 0,08 -
76 S S S S S S S R S S S R 0,16 -
R 0 0 0 1 0 0 0 19 0 4 0 3 - 1
%R - - - 4 - - - 68 - 14 - 11 - 4
E. faecalis
14 S S S S S S S S S S S S - -
42 S S S S S S S S S S S S - -
44 S S S S S S S S S S S S - -
47 S S S S S S S S S S R S 0,08 -
77 S S S S S S S S S S S S - -
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 - -
%R - - - - - - - - - - 20 - - -

AMP: ampicilina; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina;
LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; VAN:
vancomicina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibi6tico ensayado; IM: indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes

Se determind la existencia de tres cepas multirresistentes (Tabla 39), una de
E. faecium con resistencia a estreptograminas, tetraciclinas y glicilciclinas, y
dos de E. faecalis, resistentes a quinolonas, macrolidos, tetraciclinas y
glicilciclinas en uno de los casos y a anfenicoles, macrélidos,

aminoglucdésidos, estreptograminas y glicilciclinas en el otro. Los indices de
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multirresistencia mayoritariamente fueron inferiores a 0,20 en las dos especies
de microorganismos.

Como se muestra en la Tabla 40, de las veintiocho cepas de E. faecium
procedentes de fuentes y manantiales, diecinueve presentaron una resistencia
elevada la combinacién de quinupristin/dalfopristin (68%), mientras que el
nivel de resistencia fue bajo en el caso de la tetraciclina (14%) y vancomicina,
(11%) y muy bajo para la tigeciclina (4%).

Sélo uno de los microorganismos aislados mostr6 multirresistencia,
presentando un IM de 0,25. Por otra parte, las cepas de E. faecalis originarias
de fuentes y manantiales fueron todas sensibles a todos los antimicrobianos

ensayados, excepto una de ellas que Unicamente fue resistente a la tigeciclina.

Tabla 41. Resistencia a antimicrobianos de las cepas de E. faecium y E. faecalis aisladas
de aguas de red publica.

a _ a o — =z N a ) > 0] z b x
o o ] 2 = =
3 5 o g w o 3 (0 E 8 = <>( =
E. faecium
1 S S S S S S S S S S S S
28 S S S S S S S S S S S S -
48 S S S S S S S R S S S S 0,08
71 S S S S S S S R S S S S 0,08
R 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 -
%R - - - - - - 50 - - - -
E. faecalis
6 S S S S S S S S S S S S -
67 S S S S S S S S S R S S 0,08
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 -

%R - - - - - - - - - 50 - - -
AMP: ampicilina; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina;
LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; VAN:

vancomicina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibi6tico ensayado; IM: indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes

De las seis cepas de enterococos aisladas de aguas de la red publica, con o sin
deposito intermedio (Tabla 41), se encontr6 que dos cepas de E. faecium eran

resistentes a un solo antimicrobiano (quinupristin/ dalfopristin), mientras que
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una cepa de E. faecalis presentd resistencia a la tetraciclina, no encontrandose

ninguna cepa multirresistente. EI IM fue en todos los casos inferior a 0,20.

Por ultimo, en la Tabla 42, las cinco cepas aisladas de aguas procedentes de
rios y canales fueron de E. faecium, y s6lo dos presentaron resistencias, una
de ellas solamente a quinupristin/dalfopristin, mientras que la otra mostro
resistencia a la eritromicina, quinupristin/dalfopristin, tetraciclina vy

tigeciclina, siendo la Unica cepa que mostr6é 1M >0.20.

Tabla 42. Resistencia a antimicrobianos de E. faecium y E. faecalis aisladas de aguas de
rios.

o | o o = z N [a) &) > [0) 4 = x
= 4 [ = :
$ 5 6 & 8 8 35 s B L g 5 = =
E. faecium
33 S S S S S S S S S S S S -
46 S S S S R S S R S R R S 0,33 +
52 S S S S S S S S S S S S -
57 S S S S S S S R S S S S 0,08
62 S S S S S S S S S S S S - -
R 0 0 0 0 1 0 0 2 0 1 1 0 0,08 1
%R - - - 20 40 - 20 20 20

AMP: ampicilina; CHL.: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina;
LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY: tetraciclina; TIG: tigeciclina; VAN:
vancomicina; % R: Porcentaje de cepas resistentes al antibiético ensayado; IM: indice de multirresistencia; MR: Cepas
multirresistentes

Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos, como se muestra en la Figura
13, el 56% de las cepas de E. faecium fueron resistentes al combinado de
antibioticos quinupristin/dalfopristin, pero sélo el 13% de las cepas de E.
faecalis presentd resistencia a ese combinado. En cambio, el 40% de las cepas
de E. faecalis fue resistente a la tetraciclina y el 20% a la tigeciclina, mientras
que en E. faecium tan solo se detectaron un 13% y un 5% respectivamente.
Por otra parte, E. faecium no presentd resistencias al cloranfenicol,
ciprofloxacino y gentamicina, pero si se detectaron en E. faecalis, con una

prevalencia del 7% en todos los casos.
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Figura 13. Resistencia de E. faecium y E. faecalis a los antibioticos ensayados.

Si se tiene en cuenta el origen de las muestras (Tabla 43), hay que destacar el
alto nivel de resistencia de las cepas aisladas de Enterococcus spp. al complejo
quinupristin/dalfopristin, que oscila entre un 57,6% cuando el agua procede
de rios y un 33,3% cuando procede de la red. También se encuentra un nivel
elevado de resistencias a la tetraciclina (22,8-12,1%). No se encontraron
resistencias a la ampicilina, al linezolid ni a la teicoplanina. Teniendo en
consideracion la especie, en general E. faecalis mostré un mayor nimero de
resistencia a los diferentes antimicrobianos testados que E. faecium. Ademas,
en todos los casos, el valor-p fue superior a 0,05, por lo que se puede afirmar
que no existen diferencias significativas entre la resistencia a los diferentes

antibidticos y el origen de la muestra.
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Tabla 43. Resistencia a antimicrobianos de de E. faecium y E. faecalis segun el origen de la muestra.

Resultados

Pozos | Fuentes y manantiales | Rios Red
Valor-p
n*/n (%)
AMP E. faecium 0/27 (0) B 0/28 (0) 0/5 (0) ) 074 (0) A
E. faecalis 0/8 (0) 0/5 (0) - 0/2 (0)
E. faecium 0/27 (0) 0/28 (0) 0/5 (0) 074 (0)
CHL E. faecalis 1/8 (12,5) 135(28) 0/5 (0) - 0/2 (0) 0,649
E. faecium 0/27 (0) 0/28 (0) 0/5 (0) 074 (0)
cip E. faecalis 1/8 (12,5) 135(28) 0/5 (0) - 0/2 (0) 0,649
E. faecium 0/27 (0) 1/28 (3,6) 0/5 (0) 074 (0)
DAP E. faecalis 0/8 (0) 0/35 (0) 0/5 (0) 133@) - 0/2 (0) 0,623
E. faecium 0/27 (0) 0/28 (0) } 1/5 (02) 074 (0) )
ERI E. faecalis 3/8 (37,5) 3135 (86) 0/5 (0) - 15(20) 0/2 (0) 0.103
E. faecium 0/27 (0) 0/28 (0) 0/5 (0) 0/4 (0)
GEN E. faecalis 1/8 (12.5) 13528) 015 (0) - 012 (0) 0649
LNZ E. faecium 0/27 (0) : 0/28 (0) : 0/5 (0) ) 074 (0)
E. faecalis 0/8 (0) 0/5 (0) - 0/2 (0)
E. faecium 13/27 (48,1) 19/28 (67,8) 2/5 (40) 2/4 (50)
Q/D E faccalis 218 (25) 15/35 (42,8) 015 (0) 19/33 (57,6) A 2/5 (40) 02 (0) 2/6 (33,3) 0,523
TEC E. faecium 0/27 (0) } 0/28 (0) } 0/5 (0) ) 0/4 (0) )
E. faecalis 0/8 (0) 0/5 (0) - 0/2 (0)
E. faecium 3/27 (11,1) 4/28 (14,3) 1/5 (20) 0/4 (0)
TCY E. faccalis 5/8 (17.8) 8/35 (22,8) 015 (0) 4/33 (12,1) A 1/5 (20) % (50) 1/6 (16,6) 0,707
E. faecium 2/27 (7,4) 0/28 (0) 1/5 (20) 0/4 (0)
TIG E faccalis 218 (25) 4/35 (11,4) 1/5 (20) 1/33 (3) A 1/5 (20) 02 (0) 0,305
E. faecium 0/27 (0) 3/28 (10,7) 0/5 (0) 074 (0)
VAN E. faecalis 1/8 (12,5) 135(28) 0/5 (0) 3/33 (9) - 0/2 (0) 0.480

AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY:
tetraciclina; TIG: tigeciclina; VAN: vancomicina
n: total de aislados; n*: total de aislados resistentes
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Recopilando los datos anteriores (Tabla 44), treinta y dos cepas, de todos los
origenes, fueron sensibles a todos los antibioticos. Treinta y cuatro aislados,
también de todos los tipos de aguas, presentaron resistencia a un solo
antibidtico. La resistencia a dos y tres antibioticos sélo fue detectada en aguas
de pozo, asi como en fuentes y manantiales. En el agua procedente de pozo se
determind la presencia de una cepa resistente a cuatro antimicrobianos y de
otra resistente a cinco, mientras que en el agua de rios se aisld una resistente

a cuatro antibioticos.

Tabla 44. Namero de cepas resistentes a un determinado nimero de antimicrobianos.

N° de Resistencias Pozo Fuentes y manantiales Red Rios Total

0 14 12 3 3 32
1 15 15 3 1 34
2 3 5 - -
3 1 1 - - 2
4 1 - - 1 2
5 1 - - - 1

Total 79

En la Figura 14 se muestra la distribucién porcentual segin el nimero de
resistencias a los diferentes grupos antibidticos de Enterococcus spp. El
40,5% de los microorganismos fueron sensibles a todas las familias de
antibidticos, mientras que el 43,0% presento resistencia a un tipo, un 11,4%
fue resistente a dos clases y tan solo un 5% de las cepas fueron
multirresistentes, de las cuales un 75% presentd resistencia a tres familias,

mientras que el 25% lo hizo a cinco.
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Figura 14. Distribucién porcentual, segin el nimero de resistencias a los diferentes
grupos de antibitticos, de los aislados de Enterococcus spp.

Dos cepas de E. faecium y dos a E. faecalis presentaron multirresistencia, con
patrones diferentes entre ellas, y resistentes a tres, cuatro o cinco familias de
antimicrobianos. En todos los casos los microorganismos presentan

resistencia a la tetraciclina (Tabla 45).

Tabla 45. Patrones de multirresistencia a antimicrobianos en E. faecium y E. faecalis.

Patrén Origen E. faecium E. faecalis
Y n*/n (%) n*/n (%)
Q-D/TCY/NVAN Fuentes y manantiales 1/64 (1,5%) 0
CIP/ERITCYITIG Pozos 0 1/15 (6,6%)
ERI/Q-D /TCYITIG Canales y rios 1/64 (1,5%) 0
CHL/ERI/GEN/Q-D /ITCY Pozos 0 1/15 (6,6%)

AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; CIP: ciprofloxacino; DAP: daptomicina; ERI: eritromicina; GEN:
gentamicina; LNZ: linezolid; Q/D: quinupristin/dalfopristin; TEC: teicoplanin; TCY: tetraciclina; TIG:
tigeciclina; VAN: vancomicina

n: total de aislados; n*: total de aislados resistentes
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5 Discusion

La OMS, indica que en las Ultimas décadas, la mayoria de los paises han
registrado un importante aumento en la incidencia de enfermedades
provocadas por la presencia de microorganismos en los alimentos, en
particular de agentes patdgenos como Salmonella, Campylobacter o
Escherichia coli entre otros, lo cual constituye un importante problema de
salud publica.... Esto ha llevado en los dltimos afios a que el estudio de la
prevalencia de microorganismos zoongticos transmitidos por los alimentos
sea un objetivo a nivel mundial, y que su vigilancia en toda la UE forme parte
importante de los controles establecidos, con el fin de seguir su evolucion y
poder aplicar las medidas mas adecuadas para proteger la poblacion frente a
las zoonosis relacionadas con la cadena alimentaria (Wielinga y Schlundt,
2013; Shariff, 2019). Por otra parte, la resistencia a los antimicrobianos
representa un desafio importante para la salud y, debido a la aparicion y
transmision de genes de resistencia entre poblaciones bacterianas en humanos,
animales y el medio ambiente, se ha calificado como el problema de salud por

excelencia (Robinson et al., 2016; Aenishaenslin et al., 2021).

En esta Tesis Doctoral se ha hecho un seguimiento y estudio sobre la
incidencia y resistencia antimicrobiana de las bacterias 113elacionad vy
comensales encontradas en distintos tipos de alimentos obtenidos en la
provincia de Valencia. El estudio se centré en la busqueda de Salmonella spp.,
el indicador comensal Escherichia coli, Campylobacter coli y C. jejuni y
Enterococcus faecalis y E. faecium a partir de diferentes muestras de
alimentos, asi como en la determinacion de las posibles resistencias
antibioticas que estos microorganismos pudieran presentar. Para ello, se puso

a punto una tecnologia automatizada en el Laboratorio de Microbiologia de la
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Universitat de Valéncia, mediante el uso del sistema Thermo Scientific

Sensititre®, descrito en Material y Métodos.

5.1 Salmonella spp.

En la actualidad, la salmonelosis sigue siendo la segunda zoonosis mas comun
en humanos en la UE, después de la campilobacteriosis, teniendo su origen en
la ingesta de alimentos contaminados con esta bacteria. En este estudio se
analizaron méas de siete mil quinientas muestras, alcanzando una tasa de

contaminacion por Salmonella spp. de alrededor de un 1,20% (Tabla 2).

Centrandonos en la presencia del microorganismo segun tipo de alimento, no
se detectd contaminacion en preparados de frutas y hortalizas, lacteos o
huevos frescos, y la incidencia fue relativamente baja en los alimentos cuyo

origen era el pescado o moluscos (Tabla 2).

Tradicionalmente, las frutas y hortalizas no se han reconocido como
reservorios de patdgenos humanos como Salmonella, aunque en las Gltimas
décadas, los nichos de estos organismos han cambiado debido a mdltiples
factores como la contaminacion de las aguas de riego, el uso de estiércol sin
tratar, malas préacticas de higiene, etc., lo que ha llevado a que actualmente
diferentes autores determinaran la presencia de este microorganismo en este
tipo de alimentos (Lenzi et al., 2020; Ehuwa et al., 2021; Corredor-Garcia et
al., 2021). Sin embargo, Devleesschauwer et al. (2017) sefialaron que, aunque
los brotes de salmonelosis debidos a frutas y hortalizas estan bien

documentados, su aparicion sigue siendo esporadica.

En cuanto a los huevos, los datos sobre la prevalencia de contaminacion
encontrada en la literatura, es practicamente nula, pero, los informes de la

EFSA-ECDC desde 2014 indican que la proporcion de huevos con Salmonella

114



Discusion

suele ser inferior al 0,5%, siendo del 0,37% en el dltimo informe disponible
(EFSA-ECDC, 2019b), mientras que los datos reportados por Espafia en los
afios de este estudio (MAPAMA, 20172 2017b, 2018), registran unas tasas
mayores (2%, 8% y 4%), superiores en ambos casos a los resultados de nuestro
trabajo, y apuntando en el conjunto de la UE a un descenso marcado en los
indices de contaminacion sobre afios anteriores, 1o que podria reflejar el
impacto de las diferentes medidas que han puesto en marcha por las diferentes
administraciones. En el caso de la leche y los productos lacteos, no se detectd
la presencia del microorganismo, resultados en consonancia con el estudio de
Ganz et al. (2020) sobre la prevalencia de Salmonella spp. en quesos. Estos
investigadores tan solo hallaron el microorganismo en el 0,1% de las muestras
examinadas, siendo siempre quesos de leche cruda. Otro estudio similar en
EEUU sobre este tipo de quesos (USFDA, 2016) determind la presencia de
Salmonella spp. en el 0,19% de los casos.

En nuestro trabajo, el nivel més alto de incumplimiento de los criterios de
seguridad alimentaria de Salmonella spp., se encontrd en alimentos de origen
carnico, tanto en carne fresca como procesada de ave (3,25 y 4%), asi como
en carne fresca y procesada de ganado (4,43 y 2,72%) (Tabla 2). Es importante
comentar que se detecté un aumento de la incidencia en el Gltimo afio (datos
no mostrados), de forma similar a la tendencia detectada en el conjunto de la
UE. Este aumento durante el Gltimo afio de estudio podria deberse tanto a la
mejora de la vigilancia y mejores métodos diagndsticos utilizados, lo que
llevaria a un aumento en el nimero de casos detectados (EFSA-ECDC, 2017%),
como al origen de las muestras utilizadas (Campos et al., 2019; Machado
Junior et al., 2020) o a una relajacion en la aplicacién de la reglamentacion
(Bogvist et al., 2018). Diferencias significativas en cuanto a la prevalencia del
microorganismo, las encontramos también en los informes anuales del

Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente
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(MAPAMA 20172, 2017b, 2018), que comunicé la presencia de Salmonella
fundamentalmente en alimentos de origen carnico, variando segun el afio la
incidencia en carnes de porcino (6%, 20% y 12%), bovino (6%, 3% y 1%) y
aves (10%, 5% y 0,5%), apreciandose diferencias sustanciales, no sélo en sus
resultados segin el afio de estudio, sino también con nuestro analisis.
Diferentes autores apuntan a que mdltiples factores, como pueden ser el
matadero de origen de las muestras, sacrificio del animal, procesamiento de
las canales y, en su caso, la preparacién final del alimento y sus productos,
son fundamentales a la hora de encontrar mayor o menor contaminacion en
las muestras analizadas, dando lugar a indices de prevalencia muy dispares,
aun tratandose del mismo tipo de muestra (Campos et al., 2019; Machado
Junior et al., 2020).

En cuanto a las resistencias a antibidticos halladas en las cepas aisladas de
Salmonella spp., descritas en la Figura 7, hay que destacar de forma general,
las altas tasas de resistencia a la tetraciclina y a la ampicilina. En el caso de
las quinolonas, se lleg6 alrededor de un 26% de resistencia al ciprofloxacino
y de un 24% en el caso del 4cido nalidixico, mientras que para otros
antimicrobianos la resistencia fue menor (Figura 7). Aunque estos resultados
estan en consonancia con los datos obtenidos en Espafia y en la UE, ya que
los antibidticos frente a los que se detectdé mayor resistencia coinciden
(MAPAMA 20172 2017b, 2018; EFSA-ECDC, 2016, 20173 2018%), los
porcentajes difieren. Se ha descrito que la versatilidad en el nimero y tipo de
muestras introducen una fuente importante de variacién en los resultados
(EFSA, 2017a, 2017h).

Por otro lado, todas las cepas fueron sensibles a las cefalosporinas (cefotaxima
y ceftazidima), sin embargo, algunos autores refieren este tipo de resistencias
en aislados de Salmonella spp. (Peruzy et al., 2020). La resistencia a la

colistina tuvo una incidencia muy baja (Figura 7), apareciendo sélo en aislados
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de carne fresca de ganado (Tabla 8). Este antimicrobiano se ha utilizado
durante muchos afios en el ganado y también se utiliza cada vez més en la
medicina humana, donde ha sido uno de los antimicrobianos de Gltimo recurso
en infecciones bacterianas Gram negativas extremadamente resistentes
(EFSA-ECDC, 2017b). Estas resistencias son por lo general poco comunes
entre Salmonella spp. y E. coli en aislados recuperados de animales
productores de alimentos, tales como cerdos de engorde, terneros, ganado,
aves de corral y canales/carnes derivadas de estos animales. (EFSA-ECDC,
2020).

El porcentaje de resistencia al cloranfenicol registrado en el presente estudio,
aungue moderado, sigue siendo alarmante ya que el uso de este antibiético
esta estrictamente prohibido en la produccion de alimentos animales en todos
los estados miembros de la UE. Datos similares se han obtenido en otros
estudios, lo que podria explicarse por el uso ilegal y fraudulento de este
antimicrobiano en las précticas veterinarias (Trevisani et al., 2014; Chiesa et
al., 2017).

La mayor resistencia al ciprofloxacino y al acido nalidixico, que llega a
alcanzar un 100% en este Gltimo, se encontr6 en cepas de Salmonella spp.
aisladas de carne fresca de ave (Tabla 8), mientras que los preparados de aves
presentaron resistencia no solo al ciprofloxacino y al acido nalidixico, aunque
en menor medida que en el caso anterior, sino también a la ampicilinay a la
tetraciclina (Tabla 8). En el caso de la carne fresca de ganado, asi como de los
preparados de dicha carne, el porcentaje cepas resistentes a la ampicilinay a
latetraciclina fue muy alto, mientras que a las quinolonas alcanzo s6lo un 11%
(Tabla 8).

El valor-p en el caso de la ampicilina, el ciprofloxacino, el acido nalidixico,

la colistina y la tetraciclina, fue inferior a 0,05, lo que indico diferencias
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significativas en relacion con el origen de la muestra y la resistencia a estos
antibidticos, lo que nos indica que la presencia de estas resistencias estan
altamente relacionadas con el origen de la muestra. Resultados acordes con
los diferentes informes de la EFSA-ECDC sobre la vigilancia de las zoonosis
transmitidas por los alimentos y de los agentes zoondticos y de las resistencias

a los antimicrobianos.

Se ha descrito la presencia de cepas de Salmonella spp. resistentes a
antimicrobianos en los alimentos. Peruzy et al. (2020), en un estudio realizado
analizando muestras de alimentos en Italia durante cinco afos, encontraron
altos niveles de resistencia a antimicrobianos en Salmonella spp.: tetraciclina
(96%), ciprofloxacino (84%), ampicilina (79%), acido nalidixico (76%) y
trimetoprim-sulfametoxazol (69%), mientras que bajo a cefotaxima (17,4%),
cloranfenicol (10,1%) y ceftazidima (6,2%). Sin embargo, los niveles de
resistencia descritos en la literatura varian dependiendo, en muchos casos, del
pais de estudio, aunque en general los antibiéticos implicados son los mismos.
Castro-Vargas et al. (2020) realizaron una revisién utilizando articulos de todo
el mundo (doce de América, seis de Africa, once de Europa y diecisiete de
Asia) sobre resistencias a antimicrobianos en aislados de Salmonella spp. de
carne de pollo, determinando niveles bajos de resistencia (5% y 8%) asociados
a ciprofloxacino y cloranfenicol. Encontraron niveles muy bajos de resistencia
para ceftazidima y cefotaxima (0% y 2,2%), y no de detectd resistencia a la

familia de los carbapenemas como el meropenem.

Maka y Popowska (2016) revisaron datos sobre la resistencia en aislados de
Salmonella spp. de origen alimentario en paises de diferentes regiones del
mundo, hallando, en mayor o menor medida, a todos los antibidticos
analizados en los distintos paises. Los datos sobre Espafia en este informe
indican que la resistencia al acido nalidixico en aislados de pollo y derivados

alcanzd el 100%, lo que se encuentra en consonancia con los datos de nuestro
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trabajo. Por otra parte, Roth el al. (2019) indican que el elevado porcentaje de
resistencia a tetraciclina y ampicilina detectado, tanto en Espafia como en
otros paises de la UE, es debido a que el uso de estos antimicrobianos esta

permitido para su utilizacién en animales.

Aunque son escasas las referencias en la bibliografia sobre la prevalencia de
resistencias en Salmonella spp. procedente de moluscos y pescado, se ha
referido que las principales resistencias antimicrobianas detectadas fueron
contra ampicilina, &cido nalidixico, sulfonamidas y tetraciclinas (de Alcantara
Rodrigues et al., 2020). Datos que se encuentran en consonancia con nuestro
estudio (Tabla 9).

Por otra parte, es conocida la importancia de la aparicion de cepas de
microorganismos resistentes a mas de un antibidtico o incluso de la aparicion
de multirresistencias. La creciente evolucion de los aislados de Salmonella
spp. resistentes a multiples antimicrobianos constituye un problema sobre el
control de esta bacteria. La resistencia a los antimicrobianos convencionales
como ampicilina, cloranfenicol o sulfonamidas se ha vuelto relativamente
frecuente en aislados clinicos en las Ultimas décadas, asociandose este
aumento de aislamientos multirresistentes con un aumento en las tasas de
mortalidad, riesgo de infeccién y hospitalizacién (Florez-Cuadrado et al.,
2018).

Segun datos de la EFSA-ECDC (2017%), en los aislados de carne de cerdo, los
niveles mas altos de resistencia correspondieron a ampicilina, sulfonamidas y
tetraciclinas, en linea con los datos de aislados humanos. En el caso de la carne
bovina, Salmonella presenta menor resistencia, excepto para tetraciclina y

tigeciclina.

Durante la realizacién de esta Tesis se ha encontrado que un alto porcentaje

de las cepas aisladas son simultaneamente resistentes al acido nalidixico y al
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ciprofloxacino (82% de las aisladas de carne fresca de ave) (Tabla 3). Por otra
parte, de las noventa cepas analizadas, dieciséis presentan multirresistencia
(Tabla 10), con diferentes patrones, destacando que en el 100% de los casos
aparece implicada la ampicilina. También hay que destacar que en tres
aislados de preparados de ganado se encontrd resistencia a seis
antimicrobianos (Tabla 10). Otros autores (Zhang et al., 2018; Jajere, 2019;
Peruzy et al. 2020), informan de resultados similares de corresistencias y
multirrestencias en su investigacion. Estos datos son de particular
preocupacion, especialmente en el caso de las quinolonas, ya que son
consideradas como el tratamiento de primera linea en salmonelosis invasivas
en humanos, categorizadas segun la OMS como antimicrobianos prioritarios
de importancia critica, y que también se pueden utilizar en medicina
veterinaria cuando no existen antimicrobianos alternativos (EMA, 2020).
Ademas, el que tres de los aislamientos analizados mostraran una resistencia
simultanea a las quinolonas, ampicilina y trimetoprim es muy preocupante,
puesto que la ampicilina y el trimetoprim se utilizan como terapias de segunda

linea en humanos que no responden a los antibi6ticos de primera eleccidn.

5.2 E.coli.

El nimero de muestras positivas en E. coli aisladas mediante las normas ISO
16649-2:2001 y 16649-3:2005 durante los afios 2014 y 2015 alcanz6 una tasa
de alrededor de un 4% (Tabla 11), incluyendo en las mas de tres mil muestras
analizadas, en torno a un 68% de aguas para consumo humano proveniente de
la red publica, pozos, fuentes y manantiales, y alrededor de un 20% de
preparados de ganado. El resto estaba constituido por alimentos preparados de

ave, moluscos, lacteos y frutas y hortalizas frescas (Tabla 12).
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La mayor incidencia de contaminacion se dio en frutas y hortalizas frescas con
un 95% en 2014 y un 75% en 2015, seguido de moluscos (25,9% en 2014 y
18,1% en 2015), encontrandose valores mas bajos en el resto de los alimentos
analizados (Tabla 13).

No se han encontrado en la literatura referencias a la prevalencia de E. coli
comensal o genérica en alimentos, estando la informacion referida
practicamente en su totalidad a E. coli verotoxigénica, al igual que en los
informes europeos o espafioles (EFSA-ECDC, 2016, 2017a; MAPAMA
2017a, 2017b). Sin embargo, la deteccion y cuantificacion de E. coli
constituye uno de los parametros mas importantes para evaluar la calidad
sanitaria de un alimento y, fundamentalmente E. coli se considera un
microorganismo indicador, comensal omnipresente en los mamiferos y capaz
de proporcionar pistas relevantes sobre la propagacion de la resistencia a los
antibioticos (EFA-ECDC, 2016, 2017a). De hecho, el patron y la frecuencia
de resistencia en cepas comensales de E. coli se cree que es un marcador eficaz
de la presién selectiva aplicada por el uso de antibiéticos en animales, y de la
futura resistencia que se pueda encontrar en otros microorganismos
patdgenos, ya gque E. coli comensal puede considerarse como un reservorio de
determinantes de las resistencias adquiridas (van den Bogaard y Stobberingh,
2000; Ceccarelli et al., 2020).

Los resultados de nuestro trabajo indican que las cepas aisladas fueron
resistentes principalmente (de mayor a menor) al ciprofloxacino, tetraciclina,
ampicilina, trimetoprim y al &cido nalidixico, encontrando tasas muy bajas de

resistencia al resto de antibi6ticos (Figura 9).

Los datos analizados por tipo de alimento difieren considerablemente,
encontrando una elevada resistencia a la ampicilina, a la tetraciclina y a las

quinolonas en derivados carnicos de ave y ganado (Tablas 14 y 15), y en
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aislados de moluscos se encontraron resistencias a practicamente todos los
antimicrobianos ensayados (Tabla 16). En frutas y verduras la resistencia es
moderada a la ampicilina y al ciprofloxacino (Tabla 17), en los lacteos al
ciprofloxacino, tetraciclina y trimetoprim (Tabla 19), mientras que, en las
aguas de consumo humano a la ampicilina, tetraciclina y ciprofloxacino
(Tabla 18). La resistencia a la cefotaxima alcanzo6 su porcentaje mas alto en

las bacterias aisladas a partir de moluscos (Tabla 16).

En Espafia, el MAPAMA inform6 en 2014 que las resistencias a
antimicrobianos en E. coli aislado de pollos de engorde se produjeron frente a
ampicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, acido nalidixico, gentamicina y
tetraciclina, y siempre por encima de la media europea (MAPAMA, 2017a).
Segun este mismo organismo, en 2015 los aislados de E. coli estudiados
fueron procedentes de cerdos de engorde, y presentaron el mayor porcentaje
de resistencia frente a la tetraciclina con un 89,4%, ampicilina con un 82,4%
y trimetoprim con un 74,7%, mientras que frente a cefotaxima apenas se
detectaron resistencias (MAPAMA, 2017b). En ambos casos el patron de
resistencias es similar, aunque difieren los porcentajes si los comparamos
entre ellos y también con nuestro trabajo, diferencia que puede ser explicada

por los distintos origenes de las muestras utilizadas para cada estudio.

Caruso (2018) describe una prevalencia de resistencias similar a la de nuestro
estudio, con hasta un 58% y 47%, respectivamente, para ciprofloxacino y
acido nalidixico en pollos, mientras que la resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion se encontrd6 mas raramente, 1,4% en porcinos y 2,4% en
bovinos y 10,2% de corral. También encontramos datos similares descritos
por otros autores. Ceccarelli et al. (2020) en un estudio realizado sobre la
resistencia a los antimicrobianos en E. coli comensal aislado de diferentes
animales para el consumo humano en varios paises europeos, refieren que

independientemente de la especie animal, las resistencias mas altas se
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observaron para la ampicilina, tetraciclina y trimetoprim. E. coli aislado de
pollos de engorde mostrd el nivel mas alto de resistencia a las quinolonas,
siendo también elevada la resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacién, cefotaxima y ceztazidima, mientras que los niveles mas bajos
fueron para el meropenem, y tigeciclina. Ademas, se encuentra una
correlacion significativa en muchos casos entre la prevalencia de resistencias
y la tasa de utilizacién de antibidticos en granjas en cada pais (Chantziaras et
al., 2014; Baudoin et al., 2021).

En el estudio realizado por Pesciaroli, et al. (2020) en carne de pollo se
determiné un indice de resistencias superior al 50% para tetraciclinas,
sulfonamidas y ampicilina, similares a los datos de resistencia a estos tres
agentes descritos en la mayor parte de la ganaderia europea (EFSA-ECDC,
2016, 2017a), atribuyendo estos niveles a un uso extendido y a largo plazo de
estos antimicrobianos en agricultura. Sin embargo, la prevalencia de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion fue del 5%, inferior a los

datos obtenidos en nuestro estudio para preparados de aves (Tabla 14).

La mayoria de los microorganismos resistentes a ciprofloxacino en aislados
de preparados de aves y ganado y productos de origen lacteo, también lo
fueron al &cido nalidixico, lo que mostraba un fenotipo clasico de resistencia
a quinolonas. Sin embargo, no se encontr6 el mismo comportamiento para las
cepas derivadas de aguas ni de frutas y hortalizas frescas, ya que la resistencia
al ciprofloxacino alcanzé un 40% y un 25% respectivamente, mientras que la
tasa de resistencia al acido nalidixico, al igual que la corresistencia a ambos
compuestos se situd alrededor de un 3%. Este comportamiento es dificil de
explicar, no habiendo encontrado en la bibliografia datos ni justificacion al
respecto en aislados de E. coli. Sin embargo, si que se ha descrito un fenotipo
inusual en gramnegativos, pero frecuente en Stenotrophomonas maltophilia,

consistente en sensibilidad a acido nalidixico y resistencia a ciprofloxacino,
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sin que exista una explicacion clara de este comportamiento (Calvo et al.,
2011).

Aproximadamente el 27,93% (31/111) de las cepas de E. coli aisladas fueron
multirresistentes, presentando resistencia tres o mas familias de
antimicrobianos, con veinticinco patrones diferentes (Tabla 22). En el caso de
los microorganismos aislados a partir de preparados de aves y de preparados
de ganado, la multirresistencia alcanz6é un 50%, en aislados de moluscos un
40%, en los de aguas de consumo humano un 24%, en los obtenidos de lacteos
un 25% y en los de frutas y verduras frescas un 1%.

En la actualidad resulta especialmente preocupante, no sélo la aparicion de
multirresistencias, sino que el indicador comensal E. coli procedente de
animales productores de alimentos pueda contribuir a la diseminacion de la
resistencia a las BLEE y a la transferencia de genes de resistencia a bacterias
patdgenas humanas, como Salmonella spp. (Ramos et al., 2020). Los datos
de la UE para 2015 mostraron que el 8% de los aislados de carne de cerdo
presentaron BLEE y 1,1% betalactamasas AmpC, mientras que, en carne
bovina, la prevalencia total encontrada fue del 5% de E. coli con fenotipo
BLEE y 0,3% con fenotipo AmpC (EFSA-ECDC, 2017a).

De las ciento once cepas aisladas en nuestro trabajo, de E. coli, trece se
consideraron posibles productoras de BLEE, lo que representa un 12% que
mostraban fenotipos compatibles con la presencia de la enzima (Tabla 23). La
confirmacion mediante el método de E-test nos permitié corroborar que nueve
de estas trece cepas eran productoras de BLEE (Tabla 25). Sin embargo, la
deteccion mediante el método de sinergia de doble disco o de discos
combinados con inhibidor arroj6 en ambos casos un nimero menor de cepas
productoras de BLEE. Segun Navarro et al. (2011), la deteccién de las BLEE

en el laboratorio no siempre es facil, ya que depende de su expresion
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fenotipica y esto viene condicionado por la cantidad de enzima producida por
la bacteria, y de la presencia o no de otros mecanismos de resistencia, lo que
sugiere que se podria llegar a diferencias en los resultados obtenidos segun el

método empleado.

Se observan diferencias aparentemente importantes en la proporcion de las
BLEE, segun el tipo de alimento del que procedian los microorganismos. En
cepas aisladas a partir de moluscos la incidencia fue del 20% (4/20) y en
aislados de preparados de carne de aves y de lacteos se alcanzé un 17% (1/6 y
2/12 respectivamente). Sin embargo, en el resto de las cepas fue menor, 6%
(1/16) cuando procedian de preparados de ganado, y un 3% (1/29) si se
obtuvieron a partir de aguas de consumo humano, no detectandose en las que
provenian de frutas y verduras frescas, aun a pesar de la alta tasa de
contaminacion por E. coli en estos alimentos. Estas diferencias no son

significativas estadisticamente (G = 2.7169, X-squared, gl = 3, p = 0.44).

En el estudio realizado por Ramos et al. (2020) se compara la prevalencia de
cepas de E. coli productoras de BLEE detectadas en animales productores de
alimentos de diferentes paises europeos y no europeos. Aparte del Libano,
Alemania, China, Portugal y Tailandia, donde se encontraron altos porcentajes
entre los aislados de cerdos (superiores a un 25%), solo se registraron
porcentajes de bajos a moderados (1%-25%) en los demas paises. En cuanto
a los aislamientos de bovinos, los resultados generales apuntaban a
porcentajes mas bajos que en los porcinos, aungue la proporciones seguian
siendo elevadas en Alemania, los Paises Bajos, el Reino Unido y China. En
relacién con la presencia de E. coli productora de BLEE aislada de aves de

corral, hubo una incidencia muy alta en Alemania, Francia e Italia.

En este contexto, resulta complicado el comparar nuestros resultados con otros

de la literatura o con los reportados por los organismos oficiales EFSA,
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MAPAMA o MAPA, ya gue existe una gran variabilidad de datos, que podria
ser explicada por las diferencias en las practicas de cria, el uso de antibioticos,
métodos de aislamiento y tamafios de muestra, que varian mucho entre paises
0 incluso entre granjas, lo que puede dar lugar a diferentes sensibilidades de
deteccién. Por eso, la comparacion de los datos de prevalencia debe, en

algunos casos, realizarse con cautela (Ramos et al., 2020).

El aumento resistencia a las fluoroquinolonas en cepas de E. coli, muchas de
las cuales también expresan B-lactamasas que confieren resistencia a las
cefalosporinas, es cada vez mas significativo, debido a que son antibidticos
ampliamente utilizados para el tratamiento de infecciones bacterianas, tanto
en humanos como en veterinaria (Rice, 2012). En Alemania, se analizaron
muestras carne procedente de ganado bovino de carne y de granjas de granjas
lecheras, aislandose E. coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion
en el 70% de las granjas de ganado vacuno y el 85% de las granjas lecheras
(Hille et al., 2017). Un estudio en Francia realizado por Plassard et al. (2021)
mostré que las cepas de E. coli aisladas en una granja productoras de BLEE,

presentaban en la mayoria de los casos resistencia a multiples farmacos.

En nuestro trabajo, el patron mas comuin en cepas de E. coli que eran
corresistentes a quinolonas y cefalosporinas de tercera generacién, fue la
resistencia a ciprofloxacino, acido nalidixico, cefotaxima, ceftazidima, que
alcanzé alrededor de un 7% del total de aislados, con o sin resistencias
adicionales (Tabla 22). En un estudio realizado por Niero et al. (2018) en
doscientas granjas avicolas en Italia se encontrd resistencia a las quinolonas y
cefalosporinas de tercera generacién en un alto porcentaje de los aislados de
pollo. En definitiva, los informes sobre la presencia de E. coli en animales
productores de alimentos con resistencia a antibiéticos de importancia critica,
especialmente a las quinolonas, pero también a las cefalosporinas de tercera

generacion y a la colistina, estan aumentando, lo que supone un riego para la
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salud humana (Cummings et al., 2013; EFSA-ECDC, 2017a; Myrenas et al.,
2018; Slettemeas et al., 2019).

En relacidn con la prevalencia de E. coli asociada a moluscos, o0 en general a
alimentos de origen marino, aunque es muy poca la informacion encontrada
en la bibliografia, Lamon et al. (2020) detectaron un 100% de contaminacién
en bivalvos en Italia, mientras que Sellera et al. (2018) describen por primera
vez la identificacion de E. coli productora de BLEE en peces silvestres en un
area contaminada en la costa atlantica sur de Brasil, aduciendo la
preocupacion que supone la rapida diseminacion de E. coli, entre otras
enterobacterias, en areas costeras, ya que esta bacteria es un constituyente de
la microbiota intestinal de los peces. En nuestro trabajo la presencia de cepas
multirresistentes en este tipo de alimentos es elevada (40%), destacando la
existencia de tres cepas resistentes a antibiéticos de siete familias diferentes y
una resistente a antimicrobianos de seis grupos diferentes (Tabla 23), v,
ademas, el 30% de los aislados son productores de BLEE (cepas 33, 36, 41y
78). No se ha encontrado en la literatura referencia a la presencia de BLEE en
moluscos, sin embargo, si que se han encontrado estudios en pescados.
Sivaraman et al. (2020) realizaron un trabajo sobre la prevalencia de BLEE
en E. coli aislado de pescados en mercados minoristas de Assam (India), que
alcanzé el 68%, presentando ademas estas cepas multirresistencia asociada al
menos a cuatro grupos de antimicrobianos, mientras que Brahmi et al. (2015)
detectaron una incidencia del 7% en muestras de peces capturados en el mar
Mediterraneo. La diferencia en los resultados obtenidos en los distintos
estudios podria explicarse por la diferente localizacion en la captura de los
peces, ya que una afluencia de aguas residuales sin tratar, efluentes
industriales y desechos médicos de los entornos hospitalarios, podrian
determinar el grado de contaminacion microbiana, asi como la aparicion de

resistencias (Sivaraman et al., 2020).
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Resulta preocupante la elevada prevalencia de E. coli en frutas y verduras
frescas (95% y 75%) (Tabla 15), ya que el consumo de alimentos frescos,
principalmente crudos, puede llevar no sélo a la exposicion a
microorganismos, sino al contacto con bacterias resistentes a antimicrobianos,
con el consiguiente peligro para el consumidor (van Hoek et al., 2015; Holzel
et al., 2018), aunque no se ha detectado en nuestro trabajo ninguna cepa
productora de BLEE.

5.3  Campylobacter jejuni y Campylobacter coli.

Campylobacter spp. son microorganismos de distribucién mundial, y la causa
mas comUn de gastroenteritis notificada en los paises desarrollados, alrededor
del 5-14% de los casos, y la zoonosis mas frecuente en la UE, siendo la carne
de pollo mayoritariamente la responsable de estas infecciones (EFSA, 2021;
Romdhane et al., 2021).

En nuestro estudio, realizado entre los afios 2016 y 2017, se analizaron
cuatrocientas ochenta y tres muestras aisladas de pollos, tanto de mataderos
(canal y piel de cuello), como del punto de venta (embalaje y pollo de
engorde), para la deteccion de este género de microorganismos, arrojando una
positividad que pasa del 19,8% en 2016 a un 41,9% en 2017 (Tabla 28).

El MAPAMA (2018) y el MAPA (2019) sefialan que la incidencia del
microorganismo en las muestras de pollo en nuestro pais alcanzé un alrededor
de un 66% en los dos afios estudiados. Estos datos sefialan una tasa de
contaminacion mayor que la obtenida en nuestro estudio, cuyos resultados
también difieren en 2016 de los descritos a nivel de la UE (EFSA-ECDC,
2017b, 2018b), donde el mayor porcentaje se observo en la carne fresca de

pollos de engorde, con alrededor de un 37% en los dos afos analizados, pero
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con enormes diferencias en relacion con los datos aportados por los diferentes
paises de la UE. Esta discrepancia en los resultados obtenidos se debe a varias
causas, entre las que se incluyen el bajo volumen de datos informados por los
distintos Estados Miembros de la UE, y el hecho de que las normas de
muestreo y presentacion de informes no estén armonizadas, lo que impide
realizar analisis de tendencias o comparativas entre diferentes estudios
(Boelaert et al., 2016; Alter y Reich, 2021).

Las muestras utilizadas en nuestro estudio para el aislamiento de C. jejuni y
C. coli proceden de pollo, obtenidas en dos puntos diferentes de la cadena a
alimentaria, por una parte, en matadero (canal y piel de cuello) y por otra, en
el punto de venta (pollo de engorde y embalaje). Se debe considerar que en el
caso de Campylobacter spp., la contaminacion de los pollos esta fuertemente
influenciada por la manipulacion, existiendo varios puntos criticos en el
procesamiento, entre los que destaca la evisceracion en el matadero, pero sin
olvidar la manipulacion posterior del alimento hasta alcanzar el punto de
venta. Diversos autores (Figueroa et al., 2009; Rasschaert et al., 2020)
convienen en que las canales de aves de corral contaminadas pueden aumentar
significativamente después de la evisceracién, pudiendo alcanzarse hasta un
90% de canales positivas para Campylobacter spp. Alter y Reich (2021), no
s6lo se centran en la manipulacién de los pollos en el matadero, sino que
sefialan también como puntos criticos la carga y el transporte y su posterior

procesamiento y conservacion, sin olvidarse de la estacionalidad.

Los diferentes resultados obtenidos en los afios 2016 y 2017 en cuanto a
prevalencia de la contaminacion en muestras de matadero y punto de venta
podrian ser explicadas en parte, por la diferencia importante en el nimero de
muestras analizadas de cada tipo, y ademas se deberia tener en consideracion

la granja de origen de cada una de las muestras.
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Perez-Arnedo y Gonzalez-Fandos (2017) realizaron un estudio sobre la
incidencia de Campylobacter spp. en aves de corral en tres granjas espafiolas,
un matadero y una planta de procesamiento. A pesar de que la prevalencia del
microorganismo en pollos (ciego) en las granjas presento diferencias
significativas, variando entre un 0% y un 100%, segln la edad de los animales
y la granja de origen, los resultados en canal de pollo (matadero) indican que
el 80% de muestras procedentes de una de las granjas y el 100% de las
muestras procedentes de las otras dos granjas eran portadoras del
microorganismo. Lo mismo ocurria con las muestras obtenidas en la planta de
procesamiento, que presentaron una contaminacion del 73% en el primero de
los casos y del 100% en los otros dos. ElI hecho de que la tasa de
Campylobacter spp. fuera mayor en canales que en ciegos, apoya la idea de
que la contaminacion cruzada puede ocurrir durante el sacrificio y el
procesamiento posterior, y que la utilizacion de equipos, superficies de
trabajo, agua de proceso y aire contaminados aumenta la probabilidad de
contaminacion de la canal, tal y como también apuntan en su trabajo Stella et
al. (2017) y que explicaria la diferencia entre los resultados obtenidos en

distintos estudios.

En una revision bibliogréafica realizada entre los afios 2006 y 2016 sobre la
contaminacion por este tipo de microorganismos de la carne de aves de corral
al por menor en Europa realizada por Osimani et al. (2017), se describe que
en la mayoria de los articulos analizados se reporta que, entre las muestras
positivas, las frecuencias de deteccion de C. jejuni estuvieron comprendidas
entre el 46.5% y el 91.4%, lo que confirma claramente a esta especie como la
mas relevante en la contaminacion de la carne de aves de corral al por menor,
mientras que la incidencia de C. coli se encontré en un grado claramente
menor, entre un 6% y un 37%. También otros autores sefialan a C. jejuni como

la especie mayormente aislada en aves de corral, y, ademas, la responsable del
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mayor nimero de casos de gastroenteritis en los Gltimos afios. (Zbrun et al.,
2020; EFSA-ECDC, 2021) Los resultados obtenidos en nuestro trabajo se
encuentran en consonancia con esta recopilacion de datos, ya que es C. jejuni
la especie dominante (78,1-84,2%), mientras que C. coli tan solo alcanza una
incidencia de 15,7-21,8% (Tabla 29).

El porcentaje de contaminacion del embalaje exterior de los pollos limpios
alcanzo el 100% en los dos afios estudiados (Tabla 32). Chrystal et al (2008),
sefialaron el potencial que tienen los embalajes de pollo como vehiculos en la
contaminacién cruzada de alimentos, y como ruta de transmision de
Campylobacter spp. a los manipuladores de estos pollos envasados. En EEUU
se detectd un 6,5% de las muestras de envases de pollos enteros contaminada
(Elson et al., 2004). Ademés, estos autores informaron de niveles de
contaminacion significativamente mas altos para los despojos de pollo (8%) y
aves enteras (6,5%) que para las porciones (2,3%). La Food Standars Agency
del Reino Unido, realizd6 un estudio para examinar los niveles de
contaminacién por Campylobacter en mas de tres mil muestras de pollos
enteros frescos refrigerados y en sus envases, comprados en grandes
superficies y en pequefias tiendas y carnicerias. Los resultados indicaron que,
dependiendo del establecimiento, la contaminacion de los envases con
Campylobacter oscilaba entre menos de un 1% hasta un 20%, con una media
del 7-8% (EFSA, 2017). Se podria explicar el alto porcentaje de
contaminacion encontrado en nuestro estudio, si tenemos en cuenta el bajo
nimero de muestras analizado (Tabla 32) y la técnica de aislamiento utilizada,
ya que si la contaminacidn es baja el resultado dependera de la sensibilidad

del método de aislamiento (Wong et al., 2004).

Tanto en la UE como en Espafia, durante 2016 se determind la resistencia
antimicrobiana tanto en C. jejuni como en C. coli, a partir de muestras de

canales de pollos como de pollo de engorde, de forma aleatoria, obteniendo
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elevados porcentajes de resistencia frente al ciprofloxacino (65-67%), el cido
nalidixico (62-63%) y la tetraciclina (40-51%), mientras que la eritromicina
(1,3%), la estreptomicina (6,1%) y la gentamicina (0,1%) fueron de bajas a
muy bajas (EFSA-ECDC, 20178, MAPAMA, 2018). La aparicién general de
resistencias combinadas a los antimicrobianos de importancia critica,
ciprofloxacina y eritromicina, en C. jejuni se evalué al 1,2%. Sin embargo, en
el afio 2017 los controles oficiales s6lo recogieron datos sobre resistencias de
cepas obtenidas de cerdos de engorde y bovinos menores de un afio. Aunque
los datos no son susceptibles de comparacion con nuestro trabajo, dada la
diferente procedencia de las muestras, resulta interesante el hecho de que
destaquen los elevados porcentajes de resistencia encontrados frente al
ciprofloxacino, acido nalidixico y tetraciclina (Tabla 35).

El porcentaje de resistencias encontrado en este género de microorganismos
en nuestro trabajo es ligeramente superior al reportado por los organismos
oficiales, aunque se mantiene el tipo de antimicrobianos a los que son
resistentes los microorganismos, alcanzando porcentajes superiores al 90% de
resistencia a las quinolonas y algo menor a la tetraciclina en las dos especies
(Figura 11). La resistencia a la estreptomicina, eritromicina y gentamicina se
situé entre moderada y baja en C. coli, mientras que en C. jejuni los niveles
de resistencia fueron muy bajos (Figura 11). Ademas, el 98% de las cepas
estudiadas, presentaron resistencia al menos a una clase de antibi6ticos (Tabla
35).

Durante las Gltimas dos décadas se ha producido un aumento rapido del
porcentaje de resistencia a las quinolonas, principalmente al ciprofloxacino,
en todo el mundo. Segun datos de la EFSA-ECDC, el 61% de las cepas
aisladas de C. jejuni y el 71% de C. coli de casos clinicos en humanos en la
UE, fueron resistentes a ciprofloxacino (EFSA-ECDC, 2017%). Algunos

estudios han vinculado este aumento de la resistencia con el uso de estos
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antimicrobianos en animales destinados al consumo humano, especialmente
en la industria avicola, considerando que se trata de un grave problema de
salud puablica, ya que se estima que hasta un 30% de las infecciones por
Campylobacter en humanos se atribuyen al manejo y/o consumo de este tipo
de muestras/alimentos (Garcia-Migura et al., 2014; EFSA-ECDC, 20179). En
paises donde no se permite el uso de quinolonas en la produccién avicola,
como Dinamarca, Finlandia y Suecia, se han aislado pocas cepas resistentes
de Campylobacter de pollos o seres humanos (EFSA-ECDC, 2017?).

En relacion con las resistencias a las quinolonas, la EFSA-ECDC (2017%)
informé que en Espafia se encontrd una situacion alarmante, ya que la tasa de
resistencia detectada era del 88%, equiparable con nuestros resultados. Sin
embargo, aungue estos niveles de resistencia son equiparables con los
obtenidos por otros estudios recientes en otros paises de la UE (Di
Giannataleet al., 2019; Marotta et al., 2019), los resultados del conjunto de
los Estados Miembro de la UE arrojan una tasa considerablemente menor
(EFSA, 2017b), aduciendo dicho organismo que, en Europa, la incidencia de
resistencia a las quinolonas en los pollos de engorde es muy variable,

oscilando entre el 8%-10% en Finlandia y Noruega y el 95% en Letonia.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que los aislados de C. coli
presentaban mayor nivel de resistencia la eritromicina que los procedentes de
C. jejuni (Figura 11). Estos datos estan de acuerdo con los reportados por
Pergola et al. (2017) en Italia, que observaron diferencias en la resistencia a
este antimicrobiano entre C. coli y C. jejuni, siendo esta Gltima especie
generalmente mas susceptible. Ademas, en los Gltimos afios, se ha descrito un
aumento en las resistencias a la eritromicina, especialmente en aislados de C.
coli, a partir de animales en algunas regiones del mundo (Florez-Cuadrado et

al., 2018). En cuanto a la resistencia a la eritromicina en aislados clinicos en
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la UE, los porcentajes detectados para C. jejuni son bajos (1,5%) vy
moderadamente altos para C. coli (14,4%) (EFSA, 20179).

Ademas, la alta sensibilidad de los aislamientos de C. coli y de C. jejuni a la
gentamicina podria explicarse por el uso poco frecuente de este antibiético
como agente terapéutico tanto en humanos como en la produccién de pollos
de engorde, y sugiere el uso de gentamicina como farmaco alternativo para la
campilobacteriosis, para reemplazar a los antibidticos para los que desarrolla
resistencia con frecuencia (quinolonas y fluoroguinolonas) o con menor
facilidad (eritromicina) en Bélgica (EFSA-ECDC, 20179%). Sin embargo,
algunos autores apuntan a un incremento en las resistencias a este antibidtico,
sugiriendo que el pollo es una fuente potencial de infecciones por C. coli
resistentes a la gentamicina, probablemente como resultado de la transferencia
horizontal de genes de otros microorganismos (Zhao et al., 2015; EFSA-
ECDC, 2020).

La resistencia combinada a ciprofloxacino, &cido nalidixico y tetraciclina, en
ambas especies se situd alrededor del 39% en C. coli y del 71% en C. jejuni,
superior en el caso de esta Gltima especie a lo descrito por otros autores y que
demuestra la gravedad del problema relacionado con el aumento de la
resistencia a los antimicrobianos en los microorganismos, particularmente en
nuestro pais (Marotta et al., 2019; Elhadidy et al., 2019).

La corresistencia a ciprofloxacino y eritromicina, en C. jejuni fue de un 1%
mientras que en C. coli alcanz6 el 13%, tasa en el caso de C. coli superior a la
descrita para ese afio en la UE. Esta resistencia combinada es de gran
importancia para la salud publica, ya que ambos compuestos estan
categorizados segin la OMS como antimicrobianos prioritarios de
importancia critica para el tratamiento de las infecciones por Campylobacter
en humanos (EFSA-ECDC, 2017?).
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En relacion con las cepas que presentaron multirresistencia, esta alcanzo tasas
maés altas en C. coli que en C. jejuni, siendo el patrén correspondiente a
ciprofloxacino/acido nalidixico/estreptomicina/ tetraciclina el detectado con
mayor frecuencia (Tabla 35), resultados similares a los descritos por otros
autores (Elhadidy et al., 2019).

Pese a todo, es dificil encontrar en la literatura estudios similares que nos
permitan comparar los resultados. El hecho de encontrarnos con estudios
realizados en diferentes paises, con distinto control de antimicrobianos,
diferentes tipos de muestras, con distintos antibiéticos ensayados y, en
muchos casos con la aplicacion de distintos parametros de multirresistencia,
imposibilita contrastar los datos obtenidos (McCrackin et al., 2016), aunque
si que podemos confirmar, que en nuestro pais, el porcentaje de resistencias
encontrado en este género de microorganismos es alto, con una alta incidencia
en tetraciclinas y quinolonas, y ademas, con altos niveles de multirresistencia.
Datos generales, que son confirmados por otros estudios relativamente
similares (EFSA-ECDC, 20172, Marin et al., 2020).

5.4  Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis.

Los microorganismos del género Enterococcus se utilizan como bacterias
indicadoras de contaminacién fecal y se caracterizan por su facilidad para
adquirir genes de resistencia. Permiten monitorizar la presencia de marcadores
de resistencia en aguas y alimentos, siendo buenos marcadores para relacionar
los niveles de resistencia a los antimicrobianos y el uso de los mismos. Sin
embargo, la investigacién en cuanto a la presencia de este tipo de
microorganismos, asi como de las resistencias asociadas, es muy limitada en
ambientes acuaticos, y podria deberse a que las concentraciones de

antibidticos en estos ambientes son naturalmente bajas, lo que lleva a que la
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mayoria de los estudios se centren en el punto de descarga de las plantas de

tratamiento de aguas residuales (Nnadozie et al., 2019).

En nuestro estudio se han observado diferencias en la frecuencia de
aislamiento de E. faecium y E. faecalis entre los distintos tipos de aguas
analizadas, siendo E. faecium la especie preponderante (Tabla 37). Sin
embargo, se deberia tener en cuenta, al considerar la contaminacién de las
aguas segun su origen, la diferenciacion entre no tratadas, tanto superficiales

como subterraneas y aguas de la red publica de abastecimiento.

Cifiéndonos a las aguas de entornos naturales, superficiales y subterraneas,
diversos trabajos en Francia y Polonia (Luczkiewicz et al. 2010; Leclercq et
al. 2013) indican que E. faecium suele ser la especie aislada mas comdn. Por
el contrario, otros autores han sefialado que la especie de enterococos
predominante en Portugal e Italia es E. faecalis (De Niederhdusern et al.,
2013; Ahmad et al., 2014). Cho et al. (2020a) indican que la prevalencia de
una u otra especie en las aguas superficiales y profundas esta sujeta a cambios
puntuales y no puntuales (escorrentias agricolas, rutas de aguas pluviales), y
también a influencias estacionales como la temperatura del agua y la
pluviometria. Sin embargo, también se ha descrito que E. faecalis o E. faecium
suelen ser las especies dominantes, no solo en aguas superficiales, sino
igualmente en otras aguas ambientales, y han sido definidas como las més
resistentes al estrés causado por las condiciones ambientales y, por lo tanto,
pueden sobrevivir mas tiempo en entornos hostiles, como el agua, donde los

nutrientes son escasos (De Niederhédusern et al., 2013).

Por otra parte, a pesar de que podamos considerar que el agua procedente de
una red publica de distribucion deberia estar libre de microorganismos,
nuestros resultados no corroboran esta premisa, ya que seis muestras de este

origen han arrojado resultados positivos en cuanto a la presencia de las dos
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especies de enterococos (Tabla 38). Las redes publicas de distribucion de agua
se rigen por normativas, que pueden variar entre paises y regiones, y que
deben incluir pautas basadas en la salud establecidas por las autoridades
sanitarias competentes para gestionar adecuadamente, entre otros, la calidad
microbioldgica del agua. Sin embargo, el agua pasa por sistemas y tuberias
de distribucion masiva que, si no se tratan adecuadamente, pueden estar
contaminados con diversos microorganismos y provocar algunos efectos

graves para la salud (Ibekwe et al., 2019).

En un estudio para determinar la calidad del agua en cuatro plantas de
distribucion en California, Florida, Massachusetts y Nueva York, con
diferentes procesos de tratamiento, se detectaron bacterias indicadoras (entre
ellas Enterococcus spp.) en el efluente de un solo sistema, pero no
detectandose en los puntos de muestreo, lo que sugeria que la tasa de
supervivencia de los microorganismos era baja. No obstante, aungue todos los
procedimientos de tratamiento reducen los niveles de bacterias en el efluente,
estas podran multiplicarse en los sistemas de depdsito y distribucion si se
produce la pérdida de desinfectante residual (Falkinham et al., 2015). Todos
esto, explicaria la contaminacion encontrada en este tipo de aguas en nuestro

trabajo.

E. faecium presento un nivel medio de resistencia a quinupristin/dalfopristin
y baja 0 muy baja a daptomicina, vancomicina, eritromicina, tetraciclina y
tigeciclina. Por el contrario, en E. faecalis, la mayor tasa de resistencia fue a
la tetraciclina, niveles medios para quinupristin/dalfopristin, tigeciclina y
eritromicina y bajos para cloranfenicol, ciprofloxacino, gentamicina vy
vancomicina (Figura 13). Resultados que estdn en consonancia con varios
estudios que han demostrado que los enterococos en el agua ambiental son
resistentes a una amplia gama de antimicrobianos en mayor o menor medida,

que abarca los utilizados en este trabajo, (Nnadozie et al., 2019; Cho et al.,

137



Discusion

2020b) y que corroboran nuestros resultados. La incidencia varia con el area
geografica en estudio, siendo probable que se deba al tipo de fuente
contaminante (Cho et al., 2020b).

Especial importancia presenta actualmente la resistencia detectada a la
vancomicina en ambas especies, ya que no es frecuente en ambientes
acuaticos, habiéndose sugerido que su origen esta relacionado con la descarga
de aguas residuales procedentes de hospitales, considerdndose un nivel de
amenaza grave por parte del ECDC ya que solo existen unos pocos
antimicrobianos  (linezolid, quinupristin/dalfopristin, daptomicina vy
tigeciclina) disponibles para el tratamiento de estas infecciones, pero
desafortunadamente, la resistencia a estos antimicrobianos también esta
aumentando (EFSA-ECDC, 2019a; Cho et al., 2020b), y que se ve reflejada

en los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Enrelacion con la multirresistencia en ambas especies, se han detectado cuatro
patrones diferentes, a tres, cuatro o cinco familias de antimicrobianos y, con
una tasa muy baja para cada uno de ellos, ya que s6lo detectamos una cepa
para cada patron. La resistencia a quinupristin/dalfopristin, se present en tres
de los cinco patrones, y la vancomicina tan solo aparecié en uno (Tabla 44).
Resulta complicado realizar una comparacién directa de los patrones de
multirresistencia con otros estudios, debido en parte las diferencias en los
antimicrobianos probados, asi como a los métodos utilizados para su

deteccion.
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6 Conclusiones

1. La mayor tasa de prevalencia de Salmonella spp. se encontrd en los
alimentos de origen carnico, presentando estos aislados elevada resistencia a
latetraciclina y a la ampicilina y en menor medida a las quinolonas, altamente
relacionadas con el origen de la muestra, siendo una consecuencia indeseable

del uso de antimicrobianos en animales destinados a la alimentacion.

2. Los niveles de multirresistencia encontrados en los aislados de
Salmonella fueron elevados, presentando alguno de ellos resistencias a cuatro
y cinco familias de antimicrobianos. Se detectaron diferentes patrones,
estando siempre implicada la ampicilina y en un porcentaje muy alto las
quinolonas, consideradas como tratamiento de primera linea en salmonelosis

en humanos.

3. Escherichia coli estuvo presente en el 4% de las muestras analizadas,
hallando la mayor incidencia en frutas y hortalizas frescas, seguida de
moluscos. Los microorganismos procedentes de frutas y verduras frescas
presentaron resistencia moderada a la ampicilina y al trimetoprim, mientras
que en los procedentes de moluscos se encontraron resistencias de moderadas

a bajas a casi todos los antimicrobianos.

4. Los aislados de E. coli mostraron multirresistencia en un porcentaje
alto, llegando alguno de los aislados a presentar resistencia a seis o siete
familias de antimicrobianos, en su mayoria procedentes de moluscos y en dos
casos de productos lacteos. Los patrones fueron muy variados, formando parte
de ellos, en una proporcion muy elevada, la ampicilina y la tetraciclina.
Alguno de los aislados eran productores de betalactamasas de espectro

extendido y de tipo AmpC.
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5. Campylobacter jejuni presentd una prevalencia superior a C. coli en
los alimentos analizados, con mayor incidencia en el punto de venta, lo que
indicaria el importante papel que jugaria la manipulacion y la contaminacion
cruzada de estos alimentos. Casi todos los aislados de Campylobacter fueron
resistentes al menos a un antimicrobiano, siendo los patrones de resistencia
similares para los diferentes tipos de muestras, sugiriendo que estas
resistencias ya se encontraban presentes en las primeras etapas de la cadena

alimentaria.

6. La prevalencia de aislados multirresistentes fue mayor en C. coli que
en C. jejuni, destacando que tres de los aislados fueron resistentes a todos los
antimicrobianos probados, lo cual tiene no solo importancia epidemioldgica,
sino que representan una seria preocupacion para la salud humana, al ser
resistentes a todos o casi todos los agentes usados comunmente para tratar la

campilobacteriosis en humanos.

7. Los distintos tipos de aguas analizadas, incluyendo las de la red
publica presentaron contaminacién, observando diferencias en la frecuencia
de aislamiento de Enterococcus faecium y E. faecalis, y siendo E. faecium la

especie preponderante.

8. E. faecium y E. faecalis presentaron diferentes tasas de resistencia a
diferentes antimicrobianos, no existiendo diferencias significativas entre la
resistencia a los diferentes antibioticos y el origen de la muestra. La resistencia
detectada a la vancomicina es importante, ya que solo existen unos pocos
antimicrobianos disponibles para el tratamiento de estas infecciones. Sélo
unos pocos aislados presentaron multirresistencia, con diferente patron para

cada uno de ellos.

9. De acuerdo con los resultados obtenidos, se debe promover y reforzar

el uso prudente de antibi6ticos bajo la supervision de expertos. En lugar de
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actuar como un sistema amplificador de resistencias a antimicrobianos,
proponemos gue la cadena alimentaria podria actuar como un modulador de

resistencias para reducir la prevalencia de microorganismos resistentes
mediante el control cuidadoso de la misma.
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ANEXO I. Medios de cultivo utilizados

Agua de peptona

Digerido enzimético de caseina
Cloruro sédico
Agua

Agua de peptona tamponada

Digerido enzimatico de caseina
Cloruro sodico
Dihidrogenofosfato de potasio
Hidrogeno fosfato disodico
Agua

Solucién salina de peptona

Digerido enzimético de caseina
Cloruro sédico
Agua

Caldo Muller Kaufmann

Extracto de carne
Peptona de caseina
Cloruro sédico
Carbonato célcico
Tiosulfato sédico anhidro
Bilis

Verde brillante
Novobiocina

Agua

Rappaport-Vassiliadis semisélido modificado (MSRV)

Triptona

Caseina hidrolizada
Cloruro sodico

Fosfato monopotasico
Cloruro magnésico
Oxalato verde de malaquita
Agua

165

10,09
5090
csp.1L

10,0 g
5009
159
3509

cs.p.1lL

1049
859
csp.lL

439
8,69
2690
38,79
3059
4,78 g
0,0096 g
0,040¢g
csp.1L

4,599
459¢g
7,349
1,474
10,93 ¢
0,037 g
csp.1L
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Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)

Extracto de levadura
Cloruro sédico

D(+) Lisina
Desoxycolato sédico
Tiosulfato s6dico

Citrato de hierro aménico
Rojo fenol

Agua

Chromagar para Salmonella

Cromopeptona
Mezcla cromdgena
Agentes inhibidores
Agua

Medio nutritivo

Pluripeptona
Estracto de carne
Cloruro s6dico
Agua

Triptona-Bilis-X-Glucurénido (TBX)

Triptona

Sales biliares
X-glucurénido
Agua

Caldo Bolton

Peptona de carne
Hidrolizado de lactalbdmina
Extracto de levadura
Cloruro sédico

Hemina

Piruvato sodico

Acido alfa-glutérico
Metabisulfito sédico
Carbonato sédico

Agua

166

309¢g
5090
500
109
6,89
08¢
0,089
cs.p.1L

22049
0,349
0,029
csp.lL

20,0 ¢
159
0,075¢g
csp.1L

10,0 g
5009
5009
5009

10,0 mg
059
109
059
0609

csp.1L
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Desoxicolato-Cefoperazona-Carbén modificado (mCCD)

Caldo nutritivo nim. 2 2504
Carbon vegetal 4049
Hidrolizado &cido de caseina 309
Desoxicolato sédico 109
Sulfato ferroso 0,259
Piruvato sodico 0,25¢
Agua c.s.p. 1L
Skirrow
Musculo cardiaco, infusion de solido 209
Digerido pancreatico de caseina 13,09
Extracto de levadura 509
Cloruro sédico 509
Vancomicina 0,01g
Trimetoprim 0,005¢g
Polimixina B 2500 UI
Sangre de caballo desfibrilada y lisada 7%
Agua cs.p.lL

Slanetz-Bartley

Triptosa 20,0 g
Extracto de levadura 504
Glucosa 209
Fosfato di-potésico 409
Azida sodica 0449
TTC 0,109
Agua csp. 1L

Bilis Esculina (BEA)

Peptona de carne 5049
Extracto de carne 3009
Bilis de buey 40,09
Esculina 109
Citrato de amonio férrico 0549
Azida sodica 0,15¢g
Citrato férrico 0549
Agua csp. 1L
Agar Sangre
Digerido pancreético de caseina 12,049
Digerido péptico de tejido animal 5049
Extracto de levadura 3,049
Extracto de carne bovina 3049
Almidén de maiz 109
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Cloruro sédico 509
Sangre de carnero, desfibrinada 5%
Agar-agar 1359
Agua cs.p.1L

Mueller-Hinton

Infusion de carne 2,09
Peptona de caseina 1759
Almidon 159
Agua csp.1L

Los medios fueron adicionados de un 2% de agar cuando se necesitaban sélidos.
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ANEXO Il. Relacién de alimentos utilizados para el aislamiento de los diferentes

microorganismos.

Carne fresca de ave

Carne fresca de ganado

Preparados de ave

Preparados de ganado

Preparados de frutas y hortalizas

Moluscos y pescados

Matadero

Punto de venta

Aguas de consumo humano

Salmonella spp

Pollo entero

Pechuga de pavo
Pechuga de pollo
Muslos de pollo
Solomillo de ternera
Hamburguesa de pollo
Hamburguesa pollo y pavo
Longaniza de pollo
Pelota de pollo
Longaniza de pascua
Longaniza fresca
Chorizo fresco
Esponja porcina
Morcilla de cerdo
Carne picada de ternera
Pelota de cerdo
Ensalada vegetal
Mejillones

Tellinas

Ostras

Cldchinas

Merluza

Campylobacter spp

Canal de pollo
Piel de cuello
Embalaje de pollo
Pollo de engorde

Enterococcus spp

De pozo

De fuentes y manantiales
De rios

De red
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Escherichia coli

Hamburguesa de pollo
Longaniza de pollo
Hamburguesa de ternera
Longaniza fresca
Preparados de ganado Salchicha de cerdo

Chorizo

Jamon cocido

Ensalada de tomate y lechuga
Ensalada de col

Horchata

Frutas y verduras troceadas
Tellinas

Chirlas

De pozo

De grifo

De manantiales

De fuentes

Medall6n de queso de cabra
Queso fresco

Queso pasteurizado

Queso semicurado de oveja

Preparados de ave

Preparados de frutas y hortalizas

Moluscos

Aguas de consumo humano

Léacteos
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