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RESUMEN

El uso extensivo de antibi6ticos para la salud humana
y animal asi como para mejorar la produccién ganadera
ha generado un gran niimero de cepas microbianas resis-
tentes a antibi6ticos de uso comun. Es bien conocida la
difusién de resistencias a través de la terapéutica hu-
mana y animal, pero desconocemos en qué medida los
alimentos de origen animal destinados a consumo hu-
mano son portadores de resistencias.

En este trabajo, se investigo la sensibilidad a dieci-
nueve antibiéticos de cepas de Listeria monocytogenes'y
Salmonella enterica aisladas de diferentes alimentos de
origen animal, como son carnes frescas, hamburguesas,
salchichas y chorizos frescos, jamén cocido y huevos
frescos, utilizando la técnica de difusién en placa.

Las cepas de L. monocytogenes fueron muy sensibles a
todos los antibiéticos utilizados, con la Ginica excepcién
de una cepa resistente a la tetraciclina. En cambio, en S.
enterica la presencia de resistencias es muy frecuente
siendo comun la multi-resistencia. La mayor frecuencia
de resistencias fue frente a tetraciclina, estreptomicina,
acido nalidixico, ticarcilina, ampicilina y cloramfenicol. El
veinte por ciento de las cepas mostraron resistencia a 4 o
mas antibi6ticos. Por serotipos, el mayor nimero de re-
sistencias se dio en las salmonellas de serotipo 4,5,12:i-,
Hadar, Typhimurium y Virchow.

Se concluye que Salmonella enterica aislada de ali-
mentos de origen animal destinados a consumo humano
es un microorganismo portador de frecuentes resisten-
cias. El significado de esta observacién y su potencial
riesgo para la salud debe ser investigado. En el caso de
L.monocytogenes, la presencia de resistencia no es signifi-
cativa.

PALABRAS CLAVE: resistencias, antibi6ticos, alimen-
tos.

ABSTRACT

Extensive use of antibiotics in both human and animal
health and in cattle production has generated resistant
microorganisms to common antibiotics. Resistances
spread caused by human and animal therapeutic is well
known, but we know poorly frecuency of resistant bacte-
ria in foods with animal origin and destinated to human
consumers. In this paper, sensitivity to nineteen antibio-
tics was investigated in Listeria monocytogenes and Sal-
monella enterica strains isolated from foods with animal
origin, including fresh meat, hamburgers, fresh sausages,
boiled ham and new-laid chicken eggs. The plate diffusion
method of Bauer-Kirby was used.

Listeria monocytogenes strains showed a very high
sensitivity to all antibiotics checked, with the exception
of one strain tetracycline resistant. In contrast, Salmone-
lla enterica showed a high frecuency of resistances, in
special to tetracycline, streptomycin, nalidixic acid, ticar-
cillin, ampicillin and chloramphenicol. Moreover, multi-re-
sistance was a common phenomenon. Twenty percent of
S.enterica strains were resistant to four or more antibio-
tics. Frecuency of resistances was higher in 4,5,12:i--, Ha-
dar, Typhimurium and Virchow serotypes.

In conclusion, Salmonella enterica strains isolated
from foods with animal origin and destinated to human
consumers are usually resistant to several antibiotics.
The significance of this observation and its potential he-
alth risk must be investigated.
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INTRODUCCION

El uso creciente de antibi6ticos para la salud humana
y animal, asi como para la produccion ganadera, ha sido
acompafando del desarrollo de mecanismos de evasion
por parte de microorganismos anteriormente sensibles.
De este modo, desde los afnos 50 hasta la actualidad no
han cesado de crecer las descripciones de microorganis-
mos que han adquirido alguna forma de resistencia con-
tra uno o mas antibi6ticos. Inicialmente se monitorizé la
evolucion de las resistencias a antimicrobianos en los ais-
lamientos originados en la clinica humana y posterior-
mente se dio gran importancia a la necesidad de la moni-
torizacion en los aislamientos de origen animal 2.

Se ha prestado escasa atencioén a la presencia de gér-
menes resistentes en los alimentos destinados a con-
sumo humano, especialmente en los de origen animal y
que presumiblemente pueden ser portadores de resisten-
cias. Muchos de los microorganismos ingeridos con los
alimentos pueden ocasionar enfermedades con caracter
oportunista si se dan las circunstancias apropiadas. Asi,
Salmonella enterica es una de las causas mas importantes
de toxiinfeccion alimentaria y Listeria monocytogenes
puede ocasionar la listeriosis, ademas de otras enferme-
dades menos frecuentes.

El hecho de que ambas bacterias pudieran ser porta-
dores frecuentes de resistencias a antibiéticos podria te-
ner importantes implicaciones para la salud humana y
animal. Por una parte podria dificultar la terapia antibi6-
tica en aquellos casos en que pudiera ser necesaria, pero
ademas podrian contribuir de forma importante a la difu-
sion de resistencias dada la capacidad de ambos gérme-
nes para intercambiar material genético con otros gérme-
nes habituales del intestino humano y animal.

Este trabajo pretende determinar la frecuencia de re-
sistencias a antibi6ticos de uso comin en microorganis-
mos potencialmente patégenos que se aislan con cierta
frecuencia de alimentos de origen animal de nuestro me-
dio, tomando como indicadores a Listeria monocytogenes
y Salmonella enterica.

MATERIAL Y METODOS

Se investiga la sensibilidad a antibi6ticos de 30 aisla-
mientos de Listeria monocytogenes 'y 35 de Salmonella en-
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terica obtenidos a partir de alimentos de origen animal
destinados a consumo humano, y que fueron tomados en-
tre los anos 1998 y 2003 dentro del Programa de Vigilan-
cia Sanitaria de Alimentos, de la Direccion General de Sa-
lud Publica (Generalitat Valenciana) en las areas de salud
06, 07 y 08, pertenecientes a la provincia de Valencia. To-
das las cepas de Listeria y 28 cepas de Salmonella se ais-
laron de carnes frescas y productos carnicos (salchichas
frescas, chorizos frescos, hamburguesas, albéndigas, ja-
mon cocido). Las siete cepas de Salmonella restantes se
aislaron de huevos frescos.

Para el estudio se ensayaron 19 antibi6ticos (BioMe-
rieux) de uso frecuente mediante la técnica de difusién
de Kirby-Bauer * los antibi6ticos y las concentraciones
ensayadas fueron: dcido nalidixico (NA) 30 ug, amikacina
(AN) 30 ug, amoxicilina-clavulanico (AMC) 30 ug, ampici-
lina (AM) 10 ug, cefalotina (CF) 30 ug, ciprofloxacina (CIP)
5 ug, cloramfenicol (C) 30 ug, colistina (CL) 50 ug, eritro-
micina (E) 15 pg, estreptomicina (S) 10 ug, gentamicina
(GM) 10 ug, kanamicina (K) 30 ug, nitrofurantoina (FM)
300 ug, penicilina G (P) 10 ug, tetraciclina (TE) 30 ug, ti-
carcilina (TIC) 75 ug, tobramicina (NN) 10 pg, trimetro-
pina-sulfometoxazol (SXT) 1.25+23.75 ug y vancomicina
(VA) 30 pg.

No todos los antibi6ticos se ensayaron con ambos
microorganismos; asi, colistina y acido nalidixico solo
se ensayaron en Salmonella ya que el género Listeria es
poco o nada sensible a ellos, mientras que penicilina G,
eritromicina y vancomicina solo se ensayaron en Liste-
ria y no en Salmonella al ser poco eficaces en gram ne-
gativos.

Los didmetros en mm obtenidos en los ensayos se
compararon con los valores de referencia reconocidos
por la NCCLS %%, En el control de calidad se utilizé la cepa
de Escherichia coli CECT 434, equivalente a la ATCC
25922. El serotipo de las cepas de Salmonella fue determi-
nado en el Laboratorio de Enterobacteriaceas, del Insti-
tuto de Salud Carlos III.

RESULTADOS

Las resistencias detectadas se recogen en la Tabla 1.
Las cepas de Listeria monocytogenes resultaron muy sen-
sibles a todos los antibi6ticos considerados; excepcional-
mente, una cepa fue resistente a la tetraciclina.

Tabla 1.- Numero y porcentaje de cepas resistentes por antibiético

Listeria monocytogenes

Salmonella enterica

Acido nalidixico 30 ug
Amikacina 30 ug
Amoxicilina-clavulanico 30 ug
Ampicilina 10 pg
Cefalotina 30 ug
Ciprofloxacina 5 ug
Cloramfenicol 30 ug
Colistina 50 ug
Eritromicina 15 ug
Estreptomicina 10 ug
Gentamicina 10 ug
Kanamicina 30 ug
Nitrofurantoina 300 pg
Penicilina G 10 ug

13 37.1 %)
0
0

10 (28.6 %)
1(2.8%)
0
6(17.1%)
0

13 37.1 %)
1(2.8%)
0
2(5.7%)
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Listeria monocytogenes

Salmonella enterica

Tetraciclina 30 ug

Ticarcilina 75 ug
Tobramicina 10 pg
Trimetropina-sulfometoxazol
1.25+23.75 ug

Vancomicina 30 ug

1(3.3%)
0
0
0

0

20 (57.1 %)
11 (31.4 %)
1(2.8%)
2(5.7%)

Por el contrario, Salmonella enterica presenté un am-
plio abanico de resistencias. Segin se desprende de la ta-
bla 1, las resistencias mas frecuentes fueron, por este or-
den: tetraciclina, estreptomicina, acido nalidixico,
ticarcilina, ampicilina, y cloramfenicol, siendo las restan-
tes menos frecuentes. La Tabla 2 muestra el perfil de re-
sistencias de los aislamientos de Salmonella, asi como el

serotipo y el alimento de origen. Solo cuatro de los aisla-

mientos de Salmonella (el 11.3 % de las cepas) fueron
sensibles a todos los antibi6ticos considerados en este
estudio, y trece aislamientos presentaron una tnica resis-
tencia (37.1%). Los 18 aislamientos restantes (51.4%) fue-
ron resistentes a dos o méas antibiéticos, y 7 de ellos (20
%) a 4 o mas antibiéticos, pudiendo detectarse hasta
ocho resistencias simultaneas.

Tabla 2.- Caracteristicas de las cepas de Salmonella estudiadas. Se expresa serotipo, alimento de origen y perfil de

resistencias.
Cepa Serotipo Alimento Perfil de resistencias
1 Typhimurium Pollo fresco Te
2 Anatum Cerdo fresco -—
3 4.5,12:i:- Cerdo fresco C-S-Te
4 Typhimurium Longaniza fresca —
5 Typhimurium Cerdo fresco C-S-Te
6 Typhimurium Chorizo fresco Am-C-S-Te-Tic
7 Typhimurium Cerdo fresco Am-C-S-Te-Tic
8 Infantis Huevo fresco S
9 Hadar Pollo fresco S-Na-Te
10 Bredeney Cerdo fresco -
11 4.5,12:i:- Longaniza fresca Am-S-Te-Tic
12 Hadar Pollo fresco S-Na-Te
13 Typhimurium Pollo fresco S-Na-Fm
14 Enteritidis Huevo fresco Na
15 4.5,12:i:- Albéndigas de cerdo Am-C-S-Gm-Te-Tic-Nn-Stx
16 Newport Salchicha fresca Te
17 Hadar Pollo fresco Am-Cf-S-Na-Te-Tic
18 Virchow Salchicha fresca Am-S-Te-Tic
19 Enteritidis Huevo fresco Na
20 Enteritidis Pollo fresco Na
21 Anatum Hamburguesa de pollo Na
22 Kottbus Pollo fresco Na
23 Typhimurium Chorizo fresco Te
24 Typhimurium Hamburguesa de cerdo Am-C-Fm-Te-Tic
25 Enteritidis Huevo fresco Na
26 Hadar Hamburguesa de cerdo S-Na-Te
27 Braenderup Huevo fresco Am-K-Tic
28 Enteritidis Huevo fresco —
29 Anatum Cerdo fresco Te-Tic-Sxt
30 Enteritidis Huevo fresco Am-Tic
31 Derby Albéndigas de cerdo Na-Te
32 Rissen Jamén cocido Te
33 Rissen Pollo fresco Te
34 Typhimurium Cerdo fresco Am-Te-Tic
35 Enteritidis Salchicha fresca Na
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No se pudo encontrar ninguna asociacion entre los ti-
pos de resistencias y los serotipos. Los serotipos que pre-
sentan un nimero mas elevado de resistencias son
4,5,12:i:- y Hadar, seguidos de Typhimurium y Virchow.

Tampoco existen asociaciones claras entre tipo de re-
sistencia y tipo de alimentos, aunque la resistencia al
acido nalidixico resulta mucho mas frecuente en los pro-
ductos relacionados con las aves. Asi, de las trece cepas
resistentes a este antibi6tico, diez se aislaron en carne
fresca de pollo, hamburguesa de pollo o huevos frescos.

DISCUSION

Los perfiles de resistencias observados difieren mu-
cho entre los dos microorganismos. Asi, Listeria monocy-
togenes aparece como un microorganismo muy sensible a
los antibi6ticos considerados y en el que la resistencia a
antibiéticos es un fenémeno aislado y ocasional. En cam-
bio, en Salmonella enterica la resistencia a antibi6ticos es
un fenémeno muy frecuente, siendo la multi-resistencia
un hecho habitual.

En las cepas de L.monocytogenes de este estudio, la
baja frecuencia de resistencias y la aparicién de un caso
aislado de resistencia a la tetraciclina, son hallazgos simi-
lares a los obtenidos por otros investigadores en otros
paises 7 y no constituye un riesgo para la salud puiblica en
el aspecto estudiado. No obstante, algunos investigado-
res han sugerido que esta situaciéon podria cambiar con
el tiempo debido a que otras especies de Listeria como
L.innocua, que con mucha frecuencia esta presente en
carnes y productos carnicos, presentan ya frecuentes re-
sistencias pudiendo existir transferencia de informaciéon
genética de una especie a otra a través de diversos meca-
nismos, transferencia que se han demostrado in vitro
para la estreptomicina, eritromicina y cloramfenicol *.
También hay que anadir que Listeria puede adquirir resis-
tencias a partir de otros géneros bacterianos con los que
esta poco emparentados, como Enterococcus 'y Streptococ-
cus, y que son frecuentes portadores de resistencias, so-
bre todo a la tetraciclina '**.

Mas compleja es la situacion en Salmonella. De los re-
sultados se desprende que este microorganismo es un
portador habitual de resistencias y pocas veces carece
de ellas. La resistencia a algunos antibi6ticos de amplio
espectro aparece en nuestro estudio con porcentajes ma-
yores que los descritos con anterioridad en alimentos en
nuestro pais, principalmente respecto a la estreptomi-
cina, ampicilina y tetraciclina .

La distribucién de resistencias puede tener importan-
tes diferencias geograficas dependiendo probablemente
de los habitos locales en el uso de antibiéticos. Asi, el
andlisis de las salmonelas aisladas de carne de pollo en
otros paises mediterraneos revel6 que la resistencia mas
frecuente se dio frente a la nitrofurantoina, resistencia
muy poco frecuente en nuestro estudio, y a continuacién
frente a ampicilina y ticarcilina; por el contrario, las resis-
tencias frente a estreptomicina, tetraciclina y acido nali-
dixico fueron muy poco frecuentes .

Uno de los problemas que podria derivarse de la
carga de resistencias es la posibilidad de que dificulten
un tratamiento en caso de que sea necesario. La salmone-
losis generalmente no requiere tratamiento antibiético,
pero cuando éste es necesario se han utilizado antimicro-
bianos tales como ampicilina, cloramfenicol y trimetro-
pina-sulfometoxazol. Nuestro estudio revela frecuentes
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resistencias, especialmente en el caso de la ampicilina,
resistencia que esta presente en la tercera parte de las
cepas de Salmonella.

En relaciéon con la resistencia a trimetropina-sulfome-
toxazol es de destacar que, en nuestro pais, el aisla-
miento de cepas portadoras de esta resistencia en mues-
tras no clinicas fue asociado hace anos a cepas de
Salmonella obtenidas de aguas contaminadas pero no se
pudo observar en muestras de alimentos "°. En nuestro
caso la situacién es diferente y aunque la frecuencia es
baja, puede detectarse esta resistencia en dos cepas ais-
ladas de productos preparados a partir de carne picada
de cerdo (alb6ndigas y hamburguesa); en ambos casos se
trat6 de cepas portadoras de un nimero muy elevado de
resistencias.

Los resultados difieren entre si en las dos quinolonas
consideradas en el estudio: ciprofloxacina y acido nalidi-
xico. La elevada frecuencia con que se detectan resisten-
cias a éste Gltimo en los alimentos derivados del pollo su-
giere una posible relacion con la alta medicacién a que se
somete a estas aves, circunstancia no suficientemente in-
vestigada. En cambio, no se observan resistencias frente
a la ciprofloxacina, una fluoroquinolona cuyo uso no esta
autorizado para uso animal en Europa. El uso generali-
zado de la enrofloxacina, antibiético autorizado para uso
animal con estructura y funcionalidad similar a la cipro-
floxacina, lleva a algunos autores a advertir que en el fu-
turo podran aparecer resistencias a la ciprofloxacina ya
que, se ha demostrado, es capaz de inducir esta resisten-
cia en algunas bacterias .

La importancia del uso animal de las quinolonas en el
desarrollo de resistencias por diversos microorganismos,
incluyendo Campylobacter y Salmonella, ha sido recono-
cida en un informe de la Organizacién Mundial de la Salud
15, El mismo informe revela la tendencia a la resistencia
cruzada entre las quinolonas, lo que facilitaria la apari-
cion de nuevas resistencias.

Por serotipos, S.typhimurium es el que méas se cita
como el serotipo patégeno que frecuentemente presenta
resistencia a multiples fairmacos *, hecho que se observa
tanto en Europa * como en América **. Como muestra el
presente estudio, S.typhimurium es frecuente portadora
de multi-resistencia en nuestro entorno, pero otros seroti-
pos también patoégenos presentaron un mayor grado de
resistencia a farmacos, destacando 4,5,12:i:- y S.hadar.
Por el contrario, el serotipo Enteritidis, que es el que con
mas frecuencia ocasiona brotes de toxiinfeccién alimenta-
ria, result6 muy sensible a casi todos los antibiéticos ex-
cepto al acido nalidixico y, en un tnico caso, a la ampici-
lina y la ticarcilina.

No se conoce con certeza la cantidad de antibi6tico
utilizado en ganaderia y agricultura, aunque se supone
que en algunos paises podria alcanzar hasta el 50% de an-
tibiéticos consumidos en el pais *. Estos antibi6ticos se
utilizan con fines terapéuticos y profilacticos, pero tam-
bién complementando a los piensos como promotores
del crecimiento en todo tipo de animales; esta Gltima cir-
cunstancia puede ser de gran importancia en la genera-
cion de resistencias ya que se utilizan en dosis subtera-
péuticas.

La Organizaciéon Mundial de la Salud recomienda una
mayor formacién y educacién para ganaderos y veterina-
rios para contrarrestar la generacion de resistencias asi
como un endurecimiento de la legislacion al respecto.
También recomienda que el uso de antibiéticos como
promotores del crecimiento solo se autorice si no se usan
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en terapéutica humana ni pueden dar reaccion cruzada
con los que si se utilizan.

Otra posible consecuencia de la elevada frecuencia de
resistencias en Salmonella es la propagacion a otros gér-
menes patoégenos u oportunistas presentes en alimentos
o en el intestino humano. Aunque esta transferencia de
resistencias ocurre muy facilmente in vitro, no esta claro
en qué medida ocurre in vivo existiendo escasas eviden-
cias que han sido obtenidas en otras enterobacterias *.

En resumen, el estudio concluye que Salmonella enteé-
rica aislada de alimentos de origen animal destinados al
consumo humano es habitualmente portadora de resis-
tencias a antibioticos. Las controversias existentes en
este tema y la posibilidad de que en el futuro este hecho
pudiera constituir un problema de salud publica apoyan
la necesidad de profundizar en su estudio.
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