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RESUMEN






Las infecciones por consumo de alimentos contaminados continlan siendo una
constante relevante en el ambito sanitario de la Unién Europea. Una preocupacién
creciente en el sector pesquero es el aumento de cepas resistentes o multirresistentes a

los agentes antimicrobianos en la cadena alimentaria.

En el presente trabajo se ha aislado una coleccion de cepas de diferentes
muestras de pescado fresco, y se ha determinado la resistencia a diferentes biocidas. En
la mayoria de los productos de la pesca estudiados, la carga microbiana (aerobios
mesofilos totales) estaba comprendida entre 10%y 10 unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo. En el estudio morfolégico predominan los bacilos Gram-negativas,
salvo en productos donde la manipulacion ha sido mas importante que encontramos
cocos Gram-positivas. Respecto a los ensayos de resistencia a biocidas, en los que hay
mayor nimero de cepas resistentes son: triclosan, oxonia, cloruro de benzalconio y
hexadecilpiridinio. Destaca el porcentaje de cepas resistentes procedentes de productos

de pesca extractiva y de acuicultura a la concentracion de corte de 0,025%.

Las bacterias resistentes a maltiples farmacos (particularmente aquellas que
producen P-lactamasas de amplio espectro) se han convertido en un importante
problema para la salud. La exposicion continua a antibioticos, biocidas, conservantes
quimicos y metales en diferentes entornos como la cadena alimentaria o en el medio
ambiente puede dar lugar al desarrollo de mdltiples resistencias o corresistencias. El
objetivo del estudio fue determinar la presencia de resistencias multiples (biocidas,
antibioticos, conservantes quimicos, compuestos fenolicos y metales) en aislados
bacterianos de diferentes pescados. Un 75,86% de los 87 aislados estudiados eran
resistentes al menos a un antibiotico o a un biocida y el 6,90% mostraban resistencia
multiple, al menos a tres de los biocidas ensayados y por lo menos a tres de los
antibioticos. Se detectaron correlaciones significativamente (P<0,05) positivas
moderadas o fuertes entre las cepas tolerantes a biocidas y antibioticos, y entre
antibioticos con biocidas y otros antimicrobianos. Posteriormente se identificaron
mediante la secuenciacion del 16S rDNA, 30 de los aislados seleccionados de acuerdo
con su perfil de resistencia antimicrobiana y el tipo de alimento, y se ensay0 la
tolerancia frente a cobre y zinc. Se estudiaron los determinantes genéticos de tolerancia
a los biocidas y los metales y la resistencia a los antibidticos. Los aislados seleccionados

fueron identificados como Pseudomonas (63,33%), Acinetobacter (13,33%),



Aeromonas (13,33%), Shewanella, Proteus y Listeria (un aislado cada uno). Los
determinantes de resistencia a antibidticos detectados incluyeron sull (43,33% de los
aislados ensayados), sul2 (6,66%), blargm (16,66%), blactx-m (16,66%), blapse
(10,00%), blayve (3,33%), blanpm-1 (3,33 %), floR (16,66%), aadA; (20,0%) y aac (6 ')
-Ib (16,66%). El unico determinante de resistencia a biocidas detectado entre los
aislados seleccionados fue gacEAI (10,00%). Un 23.30% de las cepas seleccionadas
fueron capaces de crecer en un medio de cultivo que contenia sulfato de cobre a una
concentracion de 32 mM, y el 46.60% a una concentracion de 8 mM de cloruro de zinc.
Se detectaron los genes de resistencia a metales pcoA/copA, pcoR, y chrB en 36,66, 6,66
y 13,33% de los aislados seleccionados respectivamente. Doce de las muestras dieron
positivo para genes de resistencia a metales y a antibidticos, incluyendo un aislado
positivo para el gen blaypwm-1 de carbapenemasa y para pcoA/copA. Estos resultados
sugieren que la exposicion a los metales podria co-seleccionar la resistencia a los
antibioticos y también destacar el potencial de las bacterias en los pescados a participar

en la transmision de genes de resistencia a los antimicrobianos.

El cultivo de tilapia es un sector creciente y prometedor en acuicultura. Sin
embargo, hay estudios escasos en microbiologia sobre los riesgos asociados a las
granjas de tilapia. El objetivo del presente estudio fue analizar las comunidades
bacterianas de superficies sdlidas en contacto con el aire en una granja de tilapia para
evaluar la presencia de bacterias potencialmente toxindgenas o patdgenas para humanos
0 animales. Se tomaron muestras de una granja local de tilapia (pared del tanque,
aireador, tomas de agua, fregadero y suelo) y se analizaron mediante tecnologia de
secuenciacion masiva del 16S rDNA. Las secuencias fueron asignadas a Unidades
taxonomicas operativas (OTUSs). El filo Proteobacteria fue el mayor representado en la
mayoria de las muestras (exceptuando una). Las cianobacterias fueron el filo relevante
en la pared interna del estanque de engorde y en el sifon del tanque de pre-engorde.
Bacteroidetes fue el segundo filo en proporcién para las muestras del tanque de cria de
larvas y en el tanque de pre-engorde, y una muestra del tanque de engorde. Las
fusobacterias mostraron porcentajes mas altos en las muestras procedentes del tanque de
cria de larvas y en el tanque de pre-engorde. Otros filos (Verrucomicrobia,
Actinobacteria, Firmicutes, Planktomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Chlorobi,
Gemmatiomonadetes o Fibrobacters) tuvieron menor abundancia relativa. Una gran

parte de las lecturas (que van del 43.67% al 72.25%) fueron asignadas a bacterias no
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cultivables. EI género Acinetobacter (principalmente A. calcoaceticus/baumanni) fue la
OTU predominante en el aireador del tanque de engorde y también en el fregadero
cercano al suelo. Los géneros Cetobacterium y Bacteroides mostraron una alta
proporcién en las muestras del tanque de cria de larvas y el tanque de pre-engorde. Los
géneros en los que se incluyen los patdgenos de los peces como Fusobacterium y
Aeromonas, solo se detectaron en pequefias proporciones. No se detectaron patdgenos
humanos distintos de Acinetobacter o tuvieron abundancias relativas muy bajas
(<0,01%). Los resultados del estudio sugieren que los principales factores de riesgo a
controlar en la granja de tilapia son las cepas patogenas de Acinetobacter y posibles

cianobacterias productoras de cianotoxinas.






INTRODUCCION






I1.1.- IMPORTANCIA ECONOMICA DEL SECTOR DE LA PESCA.

Los peces y sus productos derivados constituyen una importante fuente de proteina de

alto valor bioldgico, de grasas saludables y vitaminas liposolubles.

Debido al incremento de la poblacion mundial y a la mejora de los indices de
desarrollo de muchos paises, la produccion de alimentos proteicos experimenta una
demanda creciente. El total mundial de la produccion de la pesca de captura y
acuicultura en 2014 fue de 167,2 millones de toneladas. La produccion pesquera,
supone el tercer alimento proteico de origen animal en cantidad bruta después de la
leche y la carne y el segundo en el aporte de proteina neta después de la carne (FAO,
2013). Desde 1980 hasta 2014 se ha incrementado la produccion mundial de pescado en
una tasa media anual del 2,5 %, similar a la produccién de carne. Este incremento se
debe al gran auge de la acuicultura con una tasa media anual del 8,4 % mientras que el
pescado procedente de las capturas solo se ha visto incrementado en un 1,0 % (Tabla 1)
(FAO, 2014).

Tabla 1. Evolucién de la produccién mundial de alimentos proteicos de origen animal entre 1980, 2000 y
2014 (en millones de toneladas). Fuente: FAO, 2014.

1980 | 2000 | 2014 | % de incremento medio anual 1980-2014
LECHE 465,8 | 579,3 | 801,6 1,6 %
CARNE 136,7 | 229,5 | 317,9 2,5%
HUEVOS 274 | 55,0 | 755 3,0%
PESCADO(*) (Total) 719 | 1259 | 167,2 2,5%
PESCADO (*) (Capturas) 67,2 | 93,5 | 93,4 1,0%
PESCADO (*) (Acuicultura) | 4,7 | 32,4 | 73,8 8,4 %

(*) Se incluye la produccién mundial de pescado, crustaceos, moluscos y otros animales

acuaticos



La produccion pesquera mundial en 2014, incluyendo las capturas y acuicultura
de peces, crustaceos y moluscos esta muy concentrada en paises de Asia, destacando la
produccion de China con mas de 62 millones de toneladas y a gran distancia del resto de
paises. Tan solo paises como Estados Unidos, Peru, la Federacion Rusa, Noruega y
Chile se acercan a las producciones de los paises asiaticos. Espafia se sitla en el puesto
namero 20 con 1,4 millones de toneladas, superada solamente por Noruega y Egipto a
nivel Europeo y de la zona mediterrdnea. En la tabla 2 se resumen los datos de
produccion de los 20 primeros paises a nivel mundial. Estos 20 primeros paises
concentran el 82 % de la produccion mundial (el 74 % de las capturas y el 94 % de la

acuicultura).

Tabla 2. Produccion pesquera mundial. Fuente: FAO 2014.

PRODUCCION PESQUERA MUNDIAL, POR CAPTURA Y ACUICULTURA, POR PAIS 2014
PECES, CRUSTACEOS Y MOLUSCOS (En Toneladas)

PUESTO N° PAIS CAPTURA | ACUICULTURA| TOTAL
1 China 17.106.547 45.468.960 | 62.575.507
2 Indonesia 6.436.715 4.253.896| 10.690.611
3 India 4.718.821 4.881.019| 9.599.840
4 Vietnan 2.919.200 3.397.064| 6.316.264
5 Estados Unidos 4.975.947 425.870| 5.401.817
6 Myanmar 4.083.270 962.156| 5.045.426
7 Federacién Rusa 4.225.556 161.214| 4.386.770
8 Japon 3.680.966 657.000| 4.337.966
9 Per( 3.573.371 120.384 | 4.190.008
10 Noruega 2.301.609 1.332.947| 3.634.556
11 Bangladesh 1.591.190 1.968.925| 3.560.115
12 Chile 2.175.488 1.214.523| 3.390.011
13 Filipinas 2.350.888 788.029| 3.138.917
14 Tailandia 1.769.546 934.758| 2.704.304
15 Rep. De Corea 1.727.643 480.394| 2.208.037
16 Malasia 1.464.071 275.682| 1.739.753
17 México 1.519.893 194.224 | 1.714.117
18 Egipto 344,791 1.137.091| 1.481.882
19 Taiwan 1.068.278 339.609| 1.407.887
20 Espafa 1.109.537 282.238| 1.391.775

SUMA: | 69.143.327 69.275.983 | 138.419.310

% DEL TOTAL MUNDIAL.: 74% 94% 82%
TOTAL MUNDIAL: | 93.445.234 73.783.725| 167.228.959

CHINA, % DEL TOTAL MUNDIAL: 18% 62% 37%
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El crecimiento de las capturas en 2014 fue bajo, un 0,8 % en comparacion con el
afio anterior, la produccion mundial a nivel de capturas fue estable. Sin embargo, se
produce un incremento elevado en la produccion acuicola en los dltimos 15 afios,

destacando China, seguida de Indonesia, India y Vietnan.

El aumento del suministro mundial de pescado para consumo humano ha
superado al crecimiento de la poblacion en los ultimos cinco decenios, aumentando a un
ritmo anual medio del 3,2% en el periodo 1961-2013, el doble que el ritmo de
crecimiento demogréfico, lo que ha dado lugar a un aumento de la disponibilidad media
per capita. EI consumo aparente de pescado per capita a nivel mundial registré un
aumento de un promedio de 9,9 Kg en la década de 1960 a 14,4 Kg en la década de
1990 y 19,7 Kg en 2013. En 2013 el suministro per capita de peces comestibles en el
mundo es de 19,7 Kg que si exceptuamos China se queda en 15,3 Kg, el de China es de
37,9 Kg, en otras zonas del mundo es de 9,8 Kg en Africa, 21,4 Kg en América del
Norte, 9,4 Kg en America Latina y Caribe, 23,0 Kg en Asia, 24,8 Kg en Oceania y 22,2
Kg en Europa (FAO, 2016).

El consumo de pescado en Esparia es uno de los mas elevados a nivel mundial.
Segun datos de la FAO de 2013, la disponibilidad para consumir per capita fue de 42,4
Kg anuales, frente a una media europea de 21,9 Kg y media mundial de 19,7 Kg. El
balance entre importaciones y exportaciones también nos indica que se realiza un
comercio importante de pescado en Espafia, en 2013 las importaciones fueron de
1.901.609 toneladas y las exportaciones de 1.108.074 toneladas (FAO, 2016).

Ademas del aumento de la produccién, otros factores que han contribuido a
aumentar el consumo son: la reduccion del despilfarro, la mejora de la utilizacion, el
fomento de los canales de distribucion y la demanda cada vez mayor asociada al
crecimiento demografico como son el aumento de los ingresos y la urbanizacion. Este
crecimiento significativo del consumo de pescado ha mejorado las dietas de las personas
en todo el mundo gracias a alimentos diversificados y nutritivos. En 2013, el pescado
representd alrededor del 17% de la ingestién de proteinas animales de la poblacion
mundial y el 6,7% de las proteinas consumidas en total. Ademas de ser una fuente rica
en proteinas de alta calidad y facil digestiébn que contiene todos los aminoacidos

indispensables, el pescado proporciona grasas esenciales como acidos grasos omega 3
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de cadena larga, vitaminas D, A y B y minerales como calcio, yodo, zinc, hierro y
selenio (FAO, 2016)

En 2014, el 46% del pescado destinado al consumo humano directo era pescado
vivo, fresco o refrigerado. El resto de la produccion para fines alimentarios se procesé
de diferentes formas: alrededor del 12% seco, salado, ahumado o curado; el 13%

elaborado o en conserva y el 30% congelado (FAO, 2016).

El comercio internacional desempefia un papel importante en el sector de la
pesca y acuicultura al crear empleo, proveer de alimentos, generar ingresos y contribuir
al crecimiento y desarrollo econémicos, asi como a la seguridad alimentaria y
nutricional. El pescado y los productos pesqueros representan uno de los segmentos mas
comercializados del sector alimentario mundial; se estima que alrededor del 78% de los

productos marinos esta expuesto a la competencia comercial internacional (FAO, 2016).

China es el principal productor de pescado y el mayor exportador de pescado y
productos pesqueros. También es un importador considerable debido a la
externalizacion de elaboracion con otros paises, asi como al creciente consumo interno
de especies que no se producen en el pais. Noruega es el segundo mayor exportador,
registrando valores maximos de exportacion en 2015. En 2014 y 2015 la Unién
Europea, fue con diferencia, el mayor mercado Unico de pescado y productos pesqueros

importados, seguida de los Estados Unidos de América y el Japén (FAO, 2016).

La Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) y el acuerdo de Paris de la Conferencia de las Partes (COP21) de la
Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico deberian ejercer
una fuerte influencia sobre la gobernanza de la pesca y la acuicultura. Los 17 ODS y sus
169 metas proporcionan un marco para guiar las medidas en materia de desarrollo de
gobiernos, organismos internacionales, la sociedad civil y otras instituciones durante los
siguientes 15 afios con el ambicioso propdsito de erradicar la pobreza extrema y el
hambre. La seguridad alimentaria y la nutricion, y la gestion y utilizacién sostenibles de
los recursos naturales, ocupan un lugar destacado en los ODS y las metas, que se
aplican a todos los paises e integran las tres dimensiones del desarrollo sostenible

(econdmica, social y ambiental). Asi mismo en el Acuerdo de Paris se reconoce que el

12



cambio climatico constituye una grave amenaza para la seguridad alimentaria, el
desarrollo sostenible y la erradicacion de la pobreza en el mundo. Por lo tanto, la
gobernanza debe garantizar que la pesca y la acuicultura se adapten a las repercusiones
del cambio climéatico y mejoren la resiliencia de los sistemas de produccion de
alimentos” (FAO, 2016)

En la figura 1 y en la tabla 3 se muestran las principales areas de pesca del
mundo.
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Figura 1.- Areas principales de pesca del mundo.
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Tabla 3. Areas principales de pesca del mundo.

Codigo

AGUAS CONTINENTALES

01
02
03
04
05
06
07
08

AREAS MARITIMAS

18
21
27
31
34
37
41
47

51
57

61
67
71
77
81
87

48
58
88

AGUAS CONTINENTALES

Africa - Aguas continentales

América del Norte - Aguas continentales
América del Sur - Aguas continentales

Asia - Aguas continentales

Europa - Aguas continentales

Oceania - Aguas continentales

(Area de la ex URSS — Aguas continentales)
Antartida - Aguas continentales

AREAS MARITIMAS

Océano Atlantico y mares adyacentes
Mar Artico

Atléantico, noroeste

Atléantico, nordeste

Atlantico, centro-occidental
Atléantico, centro-oriental
Mediterraneo y mar Negro

Atléantico, sudoccidental

Atlantico, sudoriental

Océano indico
Océano Indico, occidental
Océano Indico, oriental

Océano Pacifico

Pacifico, noroeste
Pacifico, nordeste
Pacifico, centro-occidental
Pacifico, centro-oriental
Pacifico, sudoccidental
Pacifico, sudoriental

Océano Austral
Atlantico, Antartico
Océano indico, Antartico
Pacifico, Antartico
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I1.2.- MICROBIOLOGIA DEL PESCADO

La piel de los peces, al igual que la de los demés vertebrados, se compone de dos capas:
la epidermis y la dermis. La consistencia de la piel influye en la capacidad de
conservacion del pescado y sobre su sabor. Después de la muerte se produce la
diseminacion de la microbiota bacteriana a partir de la piel y una rapida descomposicion
del pescado. La piel contiene abundantes microorganismos resistentes a bajas
temperaturas, que incluso crecen a temperatura menor de -10 °C. Las bacterias
existentes en el intestino contribuyen junto con las de la piel a la descomposicion del
pescado (Ruiter, 1999).

La vida til de los productos de la pesca depende de la rapidez con la que se
produzca el deterioro despues de la muerte. Este producto es muy perecedero debido a
los siguientes factores: caracteristicas fisico-quimicas de la matriz, alta actividad agua,
pH neutro, su composicion lipidica, enzimas autoliticas y microorganismos en la
superficie corporal (Forythe y Hayes, 1999). Ademés todos estos factores son
dependientes de la temperatura, un control estricto de la temperatura es obligado y a
pesar de ello la flora microbiana esta adaptada y puede crecer a temperaturas bajas. Las
operaciones de evisceracion y fileteado realizadas con unas correctas practicas
higiénicas ayudan a prolongar la vida atil. Las reacciones enzimaticas acaban
produciendo reblandecimiento de la textura y olores y sabores extrafios. Los peces son
animales poiquilotermos, por tanto, la flora predominante refleja mucho la del medio
que circunda al pez vivo (Abaroa et al., 2008). El hecho de sacar los peces del agua,
seguido de su muerte y almacenamiento en hielo, supone que la flora microbiana

contaminante debe adaptarse a un medio distinto.

La microbiota de los peces de aguas frias de las regiones articas y templadas
consiste fundamentalmente en psicréfilos aerobios Gram-negativos y psicrotrofos. La
microbiota externa del pescado pertenece a los siguientes géneros Gram-negativos:
Pseudomonas, Alteromonas, Shewanella y Moraxella, Acinetobacter, Vibrio,
Flavobacterium y Cytophaga y también algun Gram-positivos, como Micrococcus y
corineformes (Gram y Huss, 1996). En los intestinos predominan el género Vibrio y en
menor medida Clostridium. La mayor parte son psicrofilos, capaces de crecer a

temperaturas de hasta -5 °C o -6 °C. Por tanto, aunque estan inicialmente en cantidades
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bastante pequefias, pueden crecer rapido durante su almacenamiento en frio para

alcanzar cifras de 10° a 10" UFC/g (de tejido branquial), en 7 dias.

La microbiota inicial del pescado depende del ambiente y de su entorno en el
momento de la pesca. Se modifica segin la capacidad de los microorganismos de
multiplicarse en los subambientes que constituyen las superficies de la piel, agallas y
tracto digestivo. ElI marisco recogido cerca de &reas urbanas tiene mayor carga
microbiana y mas diversa que si es de zonas alejadas. El tejido muscular de peces y
mariscos sanos Yy recién capturados es normalmente estéril, la flora microbiana la
encontraremos en la piel, caparazon quitinoso, agallas y tracto intestinal. Las labores de
captura del pescado pueden dafar la piel o producir aplastamiento que faciliten la
contaminacién del tejido muscular. Los recuentos microbianos varian dependiendo de

las condiciones del agua y de la temperatura.

La microbiota de peces vivos de aguas frias y templadas es muy constante,
predominando Gram-negativos como: Psycrobacter (Moraxella), Pseudomonas,
Acinetobacter, Shewanella (Alteromonas), Flavobacterium, Cytophaga y Vibrio.
Normalmente hay un pequefio nimero de Gram-positivos como Micrococcus y
Corynebacterium. En aguas calidas, entre el 50 y 60 % de la microbiota es Gram-
positiva, de los generos Bacillus, Micrococcus y Corynebacterium (Abaroa et al., 2008).
En la piel y agallas predominan las bacterias aerobias facultativas, encontrando
bacterias del género Vibrio, en peces pelagicos (caballa, arenque, sardina, etc.) en
concentraciones elevadas. En intestino abundan anaerobias obligadas. En los pescados
de agua dulce hay los mismos tipos de bacterias, salvo que Aeromonas sustituye a
Vibrio.

En crustdceos vivos, encontramos Gram-negativos como Psychrobacter,
Acinetobacter y Pseudomonas; Pseudomonas en menor proporcion que en pescados
vivos. Igualmente a Gram-positivos como Micrococcus y Corynebacterium. En
moluscos vivos, predomina Vibrio, sobre todo en ostras. También Gram-positivos como
Bacillus y Micrococcus. Al vivir en ambientes costeros puede haber bacterias
procedentes de efluentes humanos de las familias de las Enterobacteriaceae y
Streptococcaceae. En pescados y mariscos ademas de bacterias podemos encontrar

levaduras (Rhodotorula, Torulopsis y Candida) en niumero mucho menor que bacterias
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y ocasionalmente mohos, sobre todo en aguas dulces de estuarios, en salménidos

debilitados y hongos quitinosos en cangrejos.

11.2.1.- Alteracién y contaminacion del pescado

Los olores méas propios del pescado alterado son el resultado de la utilizacion
bacteriana de moléculas relativamente pequefas e hidrosolubles del tejido del pescado,
especialmente de los constituyentes del nitrdgeno no proteico de los tejidos del pescado:
aminoacidos, péptidos pequefios y Oxido de trimetilamina (Ruiter, 1999). Otros
productos del metabolismo bacteriano que contribuyen a la percepcion sensorial de la
alteracion son: cidos grasos de cadena corta (acido lactico, acido butirico), aldehidos y
cetonas de los lipidos tisulares, sulfuros volatiles (sulfuro de hidrogeno, dimetil-sulfuro,
metil-mercaptano), aminas (indol, escatol), aminas bidgenas (histamina, putrescina y
cadaverina) y amoniaco procedente de los aminoacidos o proteinas degradadas (Ibrahim
et al., 2008). La produccion bacteriana de enzimas con actividad proteinasa esta
reprimida al principio pero se acelera en las ultimas fases debido al aumento en el pool

de aminoé&cidos procedentes de la hidrdlisis de proteinas.

Los microorganismos patdgenos del pescado crudo refrigerado, al final de su
procesado inicial, son los mismos que la microbiota original y los adquiridos en las
primeras fases de la pesca. En pescado entero hay Clostridium botulinum, tiposEy B y
F no proteoliticos. Pueden crecer a temperaturas bajas, a partir de 3,3 °C, por tanto hay
que tener cuidado con pescado envasado al vacio y en atmosferas modificadas
mantenido a una temperatura mayor de 3 °C. En los pescados que no se cuide la cadena
de frio y se mantengan a una temperatura mayor de 10 °C crecen bien microorganismos
patdgenos como: Vibrio spp., Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Escherichia coli, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Shigella spp.

En aguas calidas puede haber altos recuentos de Vibrio spp. Dentro de este
grupo pueden producir septicemias graves: V. alginolyticus, V. cholerae (no O1), V.
parahaemolyticus y si la persona tiene diabetes o cirrosis V. vulnificus puede ser
peligroso. Ocasionalmente también podemos encontrar V. mimicus, V. hollisae y V.
furnisii. En las truchas criadas en estanques puede haber altas concentraciones de C.

botulinum. Pueden aparecer patdgenos entéricos (Salmonella spp., Shigella spp.) en
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balsas enriquecidas con estiércol y también debido a los piensos, anfibios y aves. En
ahumados puede presentarse Salmonella spp., Shigella spp., S. aureus, L.
monocytogenes,y C. botulinum. Si la temperatura no ha sido suficientemente alta y hay
una mala conservacion a temperatura alta puede dar problemas C. botulinum tipo E. En
el proceso de ahumado en caliente se inactivan esporas de C. botulinum no proteolitico
pero no las proteoliticas (Gram y Huss, 1996).

La vida util de los productos pesqueros ahumados depende en gran medida de la
contaminacién bacteriana inicial de la materia prima; de la disminucion de la actividad
de agua (aw) de los tejidos, de la activacion de la microflora causante de putrefaccion
debido al tratamiento térmico; de la cantidad de componentes de humo que penetran el
producto y de los niveles de temperatura, humedad del aire y de oxigeno durante el
almacenamiento (Ibrahim et al., 2008).

Las infecciones por consumo de alimentos contaminados contindan siendo una
constante relevante en el ambito sanitario de la Union Europea. De acuerdo con el
informe de la Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria (EFSA-ECDC, 2013a), en
2011 se detectaron un 16.1% de infecciones por consumo de diferentes pescados el

ambito de la Unidn Europea.

11.2.2.- Microbiologia de La tilapia

La tilapia es un producto alimenticio de acuicultura de gran importancia
economica y mundial (Rafael, 2008). En 2014, la produccion acuicola mundial de
tilapia y otros ciclidos ascendié a 5308020 toneladas (FAO, 2014). En Espaiia, el
cultivo de tilapia sigue siendo muy limitado, pero se espera que el sector aumente en un
futuro proximo (FAO, 2017). El cultivo de tilapia genera un ambiente antropogénico en
el que se desarrollan diferentes comunidades microbianas. Estudiar la composicién de
las comunidades bacterianas en los ecosistemas acuicolas puede ser interesante para
poder evaluar la inocuidad de los alimentos, estudiar el riesgo de exposicion a
patdgenos humanos y asi poder adoptar medidas de control destinadas a disminuir la

propagacion de posibles bacterias patdgenas.
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Un estudio sobre bacterias asociadas con el cultivo de tilapia (agua de estanque,
sedimento de estanques, branquias e intestino de pescado) basado en métodos
dependientes de cultivo (Pakingking et al., 2015) revel6 que Aeromonas hydrophila,
Bacillus spp., Plesiomonas shigelloides, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus spp. y Vibrio cholerae fueron las bacterias dominantes
identificadas en las branquias e intestinos de la tilapia. Estas bacterias también se
encontraron en el sedimento del estanque y en el agua de cria, exceptuando S.
putrefaciens y V. cholerae en las muestras de agua examinadas. Estos datos
confirmaban que las bacterias presentes en el agua y sedimento del estanque coincidian
con la composicion de la microbiota bacteriana encontrada en las branquias e intestinos
de tilapia y que bajo condiciones de estrés pueden producir enfermedades contagiosas
(Pakingking et al., 2015).

Los estudios basados en tecnologias de secuenciacion masiva (HTS, por sus
siglas en inglés) estan proporcionando una nueva vision de la microbiota de diferentes
ambientes, incluyendo peces y granjas de peces. Al estudiar las comunidades del
bacterioplancton de los estanques de tilapia, Fan et al. (2016) concluyeron que los fila
dominantes en todas las muestras de agua eran similares, incluyendo Proteobacteria,
Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Planctomycetes y Chlorobi, distribuidas
en distintas proporciones en los diferentes meses y estanques. Un estudio sobre la
composicion de comunidades de bacterias de agua, piensos Yy tracto digestivo de larvas
de tilapia del Nilo, reveld la presencia de representantes de Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Nitrospirae y Planktomycetes
a diferentes porcentajes dependiendo del ambiente de muestreo investigado (Giatsis et
al., 2015). Otro estudio analizé la microbiota intestinal de la tilapia (Oreochromis
niloticus) después de la aplicacion de un probidtico multi-especies. Firmicutes fue el
filo dominante en el grupo control, mientras que Proteobacteria, Cyanobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Nitrospirae, Spirochaetes y el filum TM6

se detectaron en menor proporcion (Standen et al., 2015).

Mientras que la microbiota del agua, los estangues y el intestino de la tilapia se
han estudiado en gran parte, no hay estudios previos sobre las comunidades bacterianas
de las superficies humedas en contacto con el aire, donde los biofilms bacterianos

pueden desarrollarse. Tales entornos podrian ser una fuente de bacterias patdgenas o
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toxindgenas. Los biofilms son estructuras complejas donde las bacterias estan
incrustadas dentro de una matriz extracelular producida por ellas mismas (Costerton et
al., 1999, Donlan y Costerton, 2002). La formacién de biofilm confiere una mayor
tolerancia a los procesos de desinfeccidn, lo que facilita la persistencia de bacterias en el
medio ambiente (Donlan y Costerton, 2002; Steenackers et al., 2012). Los biofilms
pueden ser importantes como reservorios de bacterias que pueden colonizar otros

ambientes tales como el agua, los alimentos o los tejidos animales.

11.3.- RESISTENCIAS A AGENTES ANTIMICROBIANOS

El aumento de las resistencias microbianas a los antibioticos estd alarmando a la
comunidad cientifica y a las autoridades sanitarias. ElI 27 de febrero de 2017 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publica una lista de bacterias para las que se
necesita urgentemente nuevos antibidticos, los criterios para elaborar esta lista son su
letalidad, si producen contagios en largas hospitalizaciones, si aparecen resistencias en
ambientes no hospitalarios, la transmision entre animales y personas, si funcionan
estrategias de prevencion, si hay varias opciones terapéuticas y si hay nuevos
antibioticos. La OMS establece tres escalones: prioridad critica, prioridad elevada y
prioridad media. Como prioridad critica encontramos a Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa por su resistencia a los carbapenémicos y a la familia
Enterobacteriaceae por su resistencia a los carbapenémicos y productoras de B-
lactamasas de espectro extendido (ESBL) capaces de inactivar cefalosporinas de 32
generacion. Los carbapenémicos son antibioticos de eleccion en algunas enfermedades
graves (OMS, 2017a).

El 4 de septiembre de 2017 la OMS participa en la creacion de una alianza
mundial de investigacion y desarrollo de antibidticos dentro de la Iniciativa
Medicamentos para Enfermedades Desatendidas en la que estan paises como Alemania,
Luxemburgo, Los Paises Bajos, Reino Unido, Sudéafrica, Suiza y la organizacion

benéfica de investigacion biomédica Wellcome Trust (OMS, 2017b).

En 2016 la OMS publicé el Plan de Accién Mundial sobre la Resistencia a los
Antimicrobianos. En este plan se establecen cinco objetivos en la lucha frente a la

resistencia a los antimicrobianos: (OMS, 2016).
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1) Mejorar la concienciacion y la comprension respecto a la resistencia a los
antimicrobianos a través de una comunicacion, educacién y formacién
efectivas.

2) Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la
investigacion.

3) Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de
saneamiento, higiene y prevencién de las infecciones.

4) Utilizar de forma Optima los medicamentos antimicrobianos en la salud
humana y animal.

5) Realizar una inversion sostenible que tenga en cuenta las necesidades de
todos los paises, aumentar la inversién en nuevos medicamentos, medios de

diagnostico, vacunas y otras intervenciones.

En Europa, segun el Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC), el porcentaje de cepas resistentes a los carbapenémicos
aumento de un 6,2% en 2012 a un 8,1% en 2015. Siguiendo la misma fuente, en Esparia
en 2015 la resistencia a los carbapenémicos fue del 2,2% vy el porcentaje de cepas
resistentes al conjunto formado por cefalosporinas de 32 generacion, fluoroquinolonas y
aminoglucédsidos era del 11,7% (ECDC, 2016). La Union Europea establecié un primer
plan de accion frente a las resistencias a los antimicrobianos en el periodo 2011-2016,
en 2015 se iniciaron propuestas legislativas sobre medicamentos veterinarios y piensos
medicamentosos. Se espera que en 2018 estas propuestas acaben con la publicacion de
Reglamentos vinculantes. En 2017 la Union Europea ha aprobado un nuevo plan de
accion, atendiendo a la resistencia a los antimicrobianos con un nuevo enfoque, tras
constatar el desafio tanto econémico como social que se plantea, este nuevo enfoque es
el de “UNA SALUD”, involucrando muchos sectores diferentes: salud publica,
seguridad alimentaria, bioseguridad, medio ambiente, investigacion e innovacion,
cooperacion internacional, salud y bienestar de los animales y uso no terapéutico de

sustancias antimicrobianas.
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A nivel nacional la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
coordina el Plan Nacional Estratégico y de Accion para Reducir el Riesgo de Seleccion
y Diseminacion de Resistencias a los Antimicrobianos. Este plan desarrolla seis lineas
estratégicas:

1) Vigilancia del consumo y de la resistencia a los antibioticos.

) Controlar las resistencias bacterianas.

[11)  Identificar e impulsar medidas alternativas y/o complementarias de
prevencion o tratamiento.

IV)  Definir prioridades en materia de investigacion.

V) Formacion e informacion a los profesionales sanitarios.

VI)  Comunicacién y sensibilizaciéon de la poblacion en su conjunto y de
grupos de poblacion.

La Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion
(AECOSAN), participa en la primera linea estratégica (Vigilancia del consumo y de la
resistencia a los antibidticos). Para aplicar esta linea se utiliza como base legal la
Decision de la Comision de 12 de noviembre de 2013 sobre el seguimiento y la
notificacion de la resistencia de las bacterias zoondticas y comensales a los antibidticos
(DOUE, 2013). Los considerandos de esta norma hacen un recorrido por la
preocupacion que surge en las instituciones europeas (Comisién, Consejo y el
Parlamento) sobre las resistencias microbianas y la necesidad de realizar acciones. Tras
la publicacion de documentos cientificos como: “Plan de acciéon contra la amenaza
creciente de las resistencias bacterianas” que es una Comunicacion de la Comision al
Parlamento de 15 de noviembre de 2011 y que origina que el 22 de junio de 2012 el
Consejo, mediante la iniciativa “Una perspectiva de Salud Unica” pida que se ejecuten
las doce acciones propuestas en esa Comunicacion y que sea en colaboracion con el
Centro Europeo para la Prevencién y el Control de las Enfermedades (ECDC), la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA). EI 11 de noviembre de 2012, el Parlamento Europeo adoptd un
informe sobre el desafio microbiano, “La creciente amenaza de la resistencia a los
antimicrobianos”, mediante este informe la Comisién propone un plan quinquenal
coordinado con los Estados Miembros para la deteccion precoz, la notificacion y la

respuesta coordinada ante las bacterias patdgenas resistentes a los antibioticos en
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humanos, animales terrestres, peces y otros alimentos. La aplicacion de este plan
quinquenal requiere priorizar la direccion de los esfuerzos, el 14 de junio de 2012 y el 5
de octubre de 2012 la EFSA publico informes cientificos sobre vigilancia armonizada y
la presentacion de informes de la resistencia a los antibidticos de Salmonella,
Campylobacter y E. coli asi como Enterococcus spp. transmitidas por alimentos y de S.
aureus resistente a la meticilina en alimentos y en animales destinados a la produccion
de alimentos. La forma de realizar esta vigilancia es incluyendo esta actividad dentro
del marco de los programas nacionales de control ya existentes. En esta decision se
establece la obligatoriedad de recoger cepas representativas de Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, indicador comensal E. coli y Salmonella spp. y E. coli
productoras de p-lactamasas de espectro ampliado, p-lactamasas AmpC o
carbapenemasas. Ademas deja abierta la posibilidad de que se recojan cepas de
Campylobacter coli e indicadores comensales de Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium. EI muestreo, aislamiento y antibiograma se realizara cada dos afios alternando
especies animales segun el siguiente sistema de rotacion: en 2014, 2016, 2018 y 2020 se
muestrearan las gallinas ponedoras, los pollos de carne y su carne fresca y los pavos de
engorde y en 2015, 2017 y 2019 los cerdos, los bovinos menores de un afio, la carne de

cerdo y la carne de bovino.

Las enfermedades de los peces son un gran obstaculo para el crecimiento
sostenible del sector pesquero. Aeromonas hydrophila es uno de los principales
patdgenos de animales acuéticos, agente causante de Ulceras, y septicemia hemorragica
en el pescado, y se ha descrito la resistencia de esta bacteria frente a muchos de los
antibioticos disponibles (Mahanty et al., 2013). En diversos tejidos de peces se detectd
el patdégeno observandose resistencia frente a antibidticos, tales como amoxicilina,
ampicilina, lincomicina, novobiocina, oxacilina, penicilina, rifampicina y tetraciclina
(Belem-Costa et al., 2006).

Entre los pescados, crustaceos, mariscos, moluscos, y productos derivados las
infecciones se produjeron por Calicivirus, toxinas marinas, Salmonella, E. coli y un
28,6% de origen desconocido. Una preocupacion creciente en el sector pesquero es el
incremento de cepas resistentes o multirresistentes a los agentes antimicrobianos en la
cadena alimentaria (EFSA-ECDC 2013a, ECDC 2012; ECDC, 2013).
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Listeria monocytogenes se ha descrito también como patégeno bacteriano de
preocupacion en los productos del mar. Un estudio encontrd L. monocytogenes en un
30% de las muestras de pescado ahumado, aunque los recuentos viables estaban por
debajo de 100 UFC/g (Uyttendaele et al., 2009). Otro estudio encontré poblaciones de
L. monocytogenes superiores a 10° UFC/g en el 2,6% del pescado fresco, un 5,1% en el
pescado ahumado y el 10% en el pescado salado comprado en granjas de peces,
mientras que el 20% de pescado ahumado comprado en un mercado de pescado estaban
también contaminadas (Basti et al., 2006). La bacteria también se encontré en filetes
crudos de bagre (23,5%), la trucha (5,7%), tilapia (10,3%), y el salmén (10,6%) (Pao et
al., 2008), o en el 44,5% de los peces de agua dulce crudos ensayados (Yicel y Balci,
2010).

L. monocytogenes también se detecta en algunos mariscos crudos, piezas de atin
y pescado, o en huevas de salmon y bacalao, donde puede multiplicarse rapidamente
bajo condiciones de abuso de temperatura (Takahashi et al., 2011). Tales productos del
mar son algunos de los ingredientes mas populares del sushi para los consumidores de
todas las edades. Los mariscos minimamente procesados refrigerados listos para comer
también pueden suponer riesgos para la salud de las personas debido a la contaminacion
por L. monocytogenes. La proliferacion de L. monocytogenes en productos poco
elaborados que se consumen sin coccion adicional (como productos del mar ahumados

en frio) es también un motivo de preocupacion.

Las cepas de Listeria encontradas en alimentos marinos podrian transmitir
resistencia a antibidticos. En un estudio sobre cepas ambientales de Listeria aisladas de
estuario, ostras y pescado, Rodas-Suarez et al. (2006) describieron porcentajes de
resistencia del 9,7% para dicloxacillina, 13,2% para cefuroxime y cefalotina,16,7% para
tetraciclina, 30,9% para eritromicina, 37,4% parar trimetoprim-sulfametoxazol, 57,4%
para penicilina, 60,3% para ampicilina, 67,6% para ceftazidima, 73,5% para
pefloxacina, y 5,9% para gentamicina. Asi mismo, describieron la presencia de cepas
multirresistentes. Otro estudio describio que las cepas de L. monocytogenes aisladas de
productos marinos, mercado y ambientes de procesado eran altamente resistentes a
penicilina, ampicilina, tetraciclina y vancomicina (Fallah et al., 2013). Igualmente, otro
estudio sobre cepas aisladas de pescado vendido en puestos al aire libre arrojé niveles

significativos de resistencia a tetraciclina (27,9 %), ampicilina (20,9 %), cefalotina,
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penicilina G, y estreptomicina (16,3 % en cada caso) en las cepas identificadas como L.

monocytogenes (Jamali et al., 2015).

Estudios recientes también has descrito otras bacterias como B. cereus
enterotoxigénica, capaz de crecer en la superficie de salmén a temperaturas abusivas,
con tiempos de generacion de 169,7; 53,5 y 45,6 min a los 12, 16 y 20 °C (Labbé y
Rahmati, 2012). La enterotoxina no hemolitica producida por esta bacteria fue detectada
en el salmén después de 20 horas a 20°C y después de 26 horas a 16°C, observandose
que los niveles de B. cereus eran superiores a 10° UFC/g, lo que indica que el salmén
fresco puede servir como un excelente sustrato para B. cereus enterotoxigénico y que
puede llegar a niveles asociados con las enfermedades transmitidas por los alimentos
por abuso de temperatura (Labbé y Rahmati, 2012). Aunque B. cereus es una bacteria

de interés en alimentos, existen pocos datos sobre su resistencia a antibioticos.

11.3.1.- Resistencia a biocidas

La Directiva 98/8/CE referida a biocidas es transpuesta a la reglamentacion
nacional mediante el Real Decreto 1054/2002, de 11 de octubre, por el que se regula el
proceso de evaluacion para el registro, autorizacion y comercializacién de biocidas,
modificado por la ORDEN PRE/1982/2007, de 29 de junio, por la que se modifican los
anexos IVA y IVB. Dicha directiva queda derogada a partir del 1 de septiembre de 2013
por el Reglamento (UE) N° 528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de
mayo de 2012, relativo a la comercializacion y el uso de los biocidas. A este reglamento
se le suma el Reglamento (UE) 354/2013 de ejecucion del reglamento anterior sobre

cambios de biocidas autorizados, también aplicable a partir del 1 de septiembre de 2013.

Segun el Reglamento (UE) 528/2012 se definen los biocidas como “toda
sustancia 0 mezcla, en la forma en la que se suministra al usuario, que esté compuesta
por, 0 genere una 0 mas sustancias activas, con la finalidad de destruir, contrarrestar o
neutralizar cualquier organismo nocivo, o de impedir su accién o de ejercer sobre él un
efecto de control de otro tipo, por cualquier medio que no sea una mera accion fisica o

mecanica”.
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Los alimentos son un medio favorable para el crecimiento de los
microorganismos, que provocan su deterioro. Precisamente para proteger y evitar su
deterioro se utilizan los biocidas que son compuestos antioxidantes que atacan de forma
especifica mediante interacciones quimicas, o sobre moléculas esenciales para el
metabolismo bacteriano y de otros seres vivos (Russell, 2002). La accién de los biocidas
dependeré del tipo de microorganismos sobre el que queramos actuar, debido a sus
diferentes caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas. EI mecanismo de accién de los
biocidas se fundamenta en que acttan sobre las moléculas de la membrana de la célula
viva, especialmente sobre las proteinas, carbohidratos, lipidos (fosfolipidos), &cidos
nucleicos y sobre otras pequefias moléculas, como algunas vitaminas, hormonas y
ciertos elementos minerales esenciales presentes en las células (Gilbert y McBain, 2003;
Cerfet al., 2010). Al actuar sobre diferentes dianas, es muy dificil determinar cuales son
los efectos concretos que provocan o contribuyen a la muerte del microorganismo.
Principalmente interaccionan con la superficie celular, pero una vez dentro del
microorganismo, puede dafiar uno o mas componentes celulares, mediante tres
mecanismos de accion: envenenamiento de los sistemas enzimaticos, alteraciones de la
permeabilidad de la membrana celular, o coagulacion y precipitacion de proteinas
celulares (Webber et al., 2008).

11.3.1.1.- Tipos de biocidas

Los tipos de biocidas con sus descripciones y aplicaciones se detallan en el Anexo V, en
el articulo 2, apartado 1 del reglamento, quedando clasificados en el grupo principal 1
los de uso alimentario:

GRUPO PRINCIPAL 1. Desinfectantes.

Estos tipos de biocidas excluyen los biocidas de limpieza que no persiguen un

efecto biocida, incluidos los detergentes liquidos y en polvo y productos similares.
Tipo de producto 1: Higiene humana.

Tipo de producto 2: Desinfectantes y alguicidas no destinados a la aplicacién directa a

personas o animales.

Tipo de producto 3: Higiene veterinaria.
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Tipo de producto 4: Alimentos y piensos.

Productos empleados en la desinfeccion de equipos, recipientes, utensilios para
consumo, superficies o tuberias relacionados con la produccién, transporte,
almacenamiento o consumo de alimentos o piensos (incluida el agua potable) para
personas y animales. Productos empleados para impregnar materiales que puedan estar

en contacto con alimentos.
Tipo de producto 5: Agua potable.

Productos empleados para la desinfeccion del agua potable, tanto para personas

como para animales.

GRUPO PRINCIPAL 2. Conservantes. (No relacionados con alimentos)
Desde tipo de producto 6 a 13.

GRUPO PRINCIPAL 3. Plaguicidas.

Desde tipo de producto 14 a 20.

GRUPO PRINCIPAL 4. Otros biocidas.

Tipo de producto 21y 22.

Se puede considerar Biocida:

] Toda sustancia 0 mezcla, en la forma en la que se suministra al usuario, que esté
compuesta por, 0 genere una 0 mas sustancias activas, con la finalidad de la destruir,
contrarrestar o neutralizar cualquier organismo nocivo, o de impedir su accion o de
ejercer sobre €l un efecto de control de otro tipo, por cualquier medio que no sea una

mera accion fisica o0 mecanica.

] Toda sustancia 0 mezcla generada a partir de sustancias 0 mezclas distinta de las
contempladas en el primer guion, destinada a ser utilizada con la intencién de
destruir, contrarrestar o neutralizar cualquier organismo nocivo, o de impedir su
accion o ejercer sobre €l un efecto de control de otro tipo, por cualquier medio que

no sea una mera accién fisica o0 mecanica.
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11.3.1.2.-Propiedades deseables de un biocida

Al desinfectar las superficies que contactan con los alimentos, en raras ocasiones
se necesita alcanzar la esterilidad absoluta. El fin corrientemente perseguido es
disminuir el nimero de microorganismos, de forma que los que sobrevivan no influyan
en la calidad microbiologica de los alimentos que contactan con dichas superficies
(Tezel y Pavlostathis, 2015).

La eficacia de los desinfectantes quimicos se resiente por la presencia de
suciedad, cuanto mas limpia esta la superficie méas eficaz seré el desinfectante utilizado
y la desinfeccion debe producirse inmediatamente despues de la limpieza. En
condiciones ideales, los desinfectantes en las superficies que contactan con los

alimentos, deben cumplir:

1. Destruir rapidamente los microorganismos, siendo igual de eficaces con las
bacterias Gram-positivas que con las Gram-negativas. Deben destruir la mayoria de
las esporas fangicas, siendo también conveniente la destruccion de las esporas
bacterianas.

2. Ser suficientemente estables en presencia de residuos organicos y si fuera necesario,

en presencia de aguas duras.

No ser corrosivos ni dar color a ninguna superficie.

Ser inodoros y no desprender olores desagradables.

No ser toxicos, ni irritantes a los 0jos o a la piel.

De facil solucién en agua y eliminacion por enjuagado.

N o g &~ w

Estables durante mucho tiempo en forma concentrada y durante un tiempo mas
breve en forma diluida.
8. Econdémicamente competitivos y al emplearlos presentar una buena relacién

coste/efectividad.
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11.3.1.3.- Clasificacion segun su funcion quimica

1. Cloro y derivados clorados

a. ldentificacion:

i. Hipoclorito de sodio

Nombre comun: lejia.

Nombre quimico: hipoclorito de sodio.
Formula desarrollada: Na-O-Cl.

0 o oo o

Titulacion: la lejia se corresponde con una solucién que contiene

12,5% de cloro activo.

b. Fisico-quimica:

El hipoclorito de sodio es relativamente inestable a la temperatura y a la
luz. Los derivados de cloro, en forma de polvo, son mas estables pero sensibles a
la humedad. La forma activa es el 4cido hipocloroso, no es estable y su actividad
depende de dos factores: pH y temperatura. A pH alcalino no es activo, a pH
acido se produce cloro gaseoso, muy toxico. pH éptimo entre 4 y 6. La
temperatura alta junto con materia organica y luz descomponen el &cido

hipocloroso y lo inactivan. Fuerte poder oxidante y corrosivo.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accion:

Su forma activa es el acido hipocloroso, produce una destruccion de las
proteinas estructurales y un bloqueo de la actividad enzimatica. Los generadores
de &cido hipocloroso son muy buenos bactericidas y virucidas. La actividad

fungicida es poco marcada y la actividad esporicida casi nula.
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d. Usos:

Los derivados clorados son principalmente utilizados en tratamiento de
superficies después de la limpieza, las superficies deben ser resistentes a la

corrosion por oxidacion.

2. Acido peracético

0]

I
OH
H3C/\O/

a. ldentificacion: Acido P-3 oxonia.

Las soluciones de &cido peracético estan constituidas, fundamentalmente
de cuatro compuestos que aseguran el equilibrio inestable siguiente:

CH3;COOH + H,0;, < > CH3CO-0-OH + H,0

Una formulacion tipo de &cido peracético puede ser:

1 Acido peracético: 5% piv.

[ Peroxido de hidrogeno: 25 a 28% plv.

1 Acido acético: 5 a 6% piv.

[ Agua: c.s.: por 100 p/p.
[ Estabilizantes: < 1% plp.

b. Fisico-quimica:
Las soluciones de &cido peracético son incoloras, de olor picante y

lacrimogenas. Las soluciones comerciales normalmente tienen entre un 2 y un

5% de &cido peracético. EI pH es muy é&cido, cercano a 1. La estabilidad se
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mantiene conservandolo a baja temperatura, en ausencia de luz y ausencia de

metales pesados durante la fabricacién-formulacién.

El &cido peracético diluido en agua destilada no provoca ni corrosién
localizada ni generalizada. Pero cuando el agua de dilucion contiene trazas de
cloruro (agua de red o de pozo) los aceros inoxidables se muestran muy
sensibles.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accién:

Su mecanismo de accion consiste en romper los enlaces intramoleculares
de los enzimas y compuestos de la membrana por ruptura oxidativa. Afecta a las
reacciones intracelulares y de la membrana debido al caracter oxidante. La
catalasa que inactiva al peréxido de hidrégeno no afecta al acido peracético y

ademas se ve inactivada por este.

El &cido peracético presenta actividad bactericida y esporicida, fungicida

y virucida.

d. Usos:

Las soluciones de &cido peracético son principalmente utilizadas para la
desinfeccion de los circuitos de tuberias después de la limpieza de las industrias
lacteas y de bebidas. También es interesante para la desinfeccion de superficies

por pulverizacion.

La toxicidad es la que corresponde a los compuestos oxidantes y a los
acidos. Es considerable el riesgo de dafio en la mucosa ocular y cierta toxicidad

por via respiratoria.

3. Amonios cuaternarios

a. ldentificacion:
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71 Cloruro de benzalconio (cloruro de dimetil-bencil-amonio).

()

w.r_"l'I#' |:|'

L‘«J““v”%r‘“w“'wﬂ#f“vﬁ“mla

71 Hexadecilpiridinio (cloruro de cetil-piridinio o cloruro de 1-

hexadecilpiridinio).

N -
~ Br
H3C’{/\]Y CHj

CHs

[ Cetrimida (mezcla de bromuro de tetradeciltrimetilamonio y

bromuro de hexadeciltrimetilamonio).

Las cadenas alquilo estan constituidas por alcoholes grasos de tipo Cg a
Cus.

32



b. Fisico-quimica:

Los amonios cuaternarios, presentes en forma de polvo o liquido, tienen
maltiples propiedades como poder mojante, solubilizante, emulsionante,
suavizante y/o antimicrobiano. Son solubles en agua y en etanol. Bajan
notablemente la tension superficial de los liquidos a los que se incorporan. El
caracter espumante es variable. La estabilidad a la temperatura y pH es muy
notable (Russell, 2002).

El carécter catiénico le impide formularse con mezclas tenso-activos
anionicos y jabones. EIl carécter reductor es antagonico con los derivados

oxidantes.

Los amonios cuaternarios son reductores, por tanto no oxidantes. Los
aceros inoxidables, las principales aleaciones y los materiales plasticos aceptan
sin alteracion notable las preparaciones de amonio cuaternario. Sin embargo,
debido al carécter acido del cation del aluminio, éste se puede degradar por el

amonio cuaternario.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accion:

Los amonios cuaternarios se adsorben a nivel de los grupos cargados
negativamente de las estructuras celulares de la superficie, la desorganizacion de
la membrana (delamelizacion) da lugar a una modificacion de la permeabilidad
y a una desnaturalizacién de las proteinas de estructura y de los enzimas (Gilbert
y Moore, 2005; Alonso-Hernando et al., 2010).

La actividad microbiana depende del compuesto, en general son muy
buenos fungicidas y alguicidas, buenos bactericidas y no muy buenos virucidas
(Gerba, 2015).

d. Usos:

Se utilizan en desinfeccion estatica de material, en desinfeccion de
equipamiento y de las superficies por pulverizacion y en desinfeccion de los

circuitos de tuberias.
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4. Clorhidrato de polihexametilen biguanida

a. ldentificacion:

1 PHMG: Clorhidrato de polihexametileno guanidina. (La formula de

la derecha es del clorhidrato de biguanida sin polimerizar).

b. Fisico-quimica:

El PHMG se presenta habitualmente en forma de solucion acuosa,
incolora o amarillenta, ligeramente opalescente que contiene hasta un 20% de
materias activas. Es termoestable y no volatil, de caracter cationico y soluble en
todas proporciones en agua. Las bases fuertes como el hidroxido de sodio, el
metasilicato de sodio y los fosfatos precipitan el PHMG. Es incompatible con

los tenso-activos anionicos y las proteinas.

Los aceros inoxidables, las aleaciones de aluminio, el acero estafiado, el
cobre estafiado, el laton y el niquel no son afectados por la corrosion. El cobre es

sensible a las soluciones concentradas.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accién:

El PHMG es absorbido por la pared microbiana provocando lesiones
irreversibles por fendbmenos de coagulacion con inhibicidn enzimética y
destruccion de membrana. Hay reactividad especifica con los fosfolipidos de la
pared, inducen un aumento de la permeabilidad de la membrana y la formacion
de agregados (Gilbert y Moore, 2005).

34



La actividad bactericida es buena, las actividades fungicidas y virucidas
son débiles.

El PHMG es poco agresivo para la piel y las mucosas en las dosis de
empleo y generalmente bien tolerado por el hombre.

d. Usos:

Se utilizan en desinfeccion de los circuitos de tuberias de forma dinamica
ya que no es espumante. El espectro microbiano estrecho necesita otra
asociacion con principios activos, pero con cuidado debido a la relativa

incompatibilidad de esta molécula con las deméas familias de antimicrobianos.

5. Clorhexidina

a. ldentificacion:

HN ; : NH

HN  %—NH HN—4  NH
$—NH HN—/

HM MNH

fl\‘ = |

%/ .,
Cl Cl

[ Clorhexidina: di-(N-paraclorofenildiguanido)1-6 hexano.

b. Fisico-quimica:

La clorhexidina base se presenta en forma cristalina incolora. El
digluconato de clorhexidina es la sal méas utilizada debido a su solubilidad en
agua. La solubilidad, muy dependiente de los iones presentes en el agua de
dilucion, estard fuertemente influenciada por los acidos débiles o fuertes
(Russell, 2002).
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El digluconato de clorhexidina tiene un caracter cationico. Presenta
numerosas incompatibilidades quimicas (compuestos anionicos, compuestos
alcalinos). El pH de su actividad se sitGa entre 5 y 8, fuera de estos limites se

produce una caida brutal de su eficacia.

Frente a la corrosion la clorhexidina y sus sales tienen el mismo
comportamiento frente que el PHMG: Los aceros inoxidables, las aleaciones de
aluminio, el acero estafiado, el cobre estafiado, el laton y el niquel no son

afectados por la corrosién. El cobre es sensible a las soluciones concentradas.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accidn:

La clorhexidina reacciona con los radicales cargados negativamente de la
pared bacteriana y es rapidamente absorbida, se produce una precipitacion de las
proteinas y de los acidos nucleicos (McDonnell y Russell, 1999).

La actividad bactericida es buena, las actividades fungicidas y virucidas

son débiles.

La clorhexidina y sus sales son bien toleradas por la piel y las mucosas
por lo que son usadas como antisépticos. La absorcion a traves de la piel sana es

despreciable. No se ha descrito ningun efecto mutageno teratdgeno.

d. Usos:

Se utilizan para jabones antisépticos, soluciones hidroalcohdlicas sin

necesidad de enjuagar y como desinfectante de superficie por pulverizacion.

6. Fenoles
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a. ldentificacion:

o o o OH Cl
. cl 0
Cl
Cl CH, Cl
Cl Cl
Hexaclorafeno Cresal Triclosan

71 Triclosan: 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol.
1 Hexaclorofeno: 2,2-metilen-bis(3,4,6-triclorofenol)/bis(3,5,6-tricloro-

2-hidroxifenil)metano.

b. Fisico-quimica:

Los fenoles, poco solubles en el agua, dan facilmente sales sodicas
hidrosolubles pero son menos eficaces. Presentan incompatibilidades quimicas
con los derivados cationicos y antagonismo con algunos no iénicos. Presentan
inestabilidad a la luz, necesitan recipientes opacos. Los derivados alcalinos son

utilizables solo en el rango de pH de 11 a 14.

No son considerados corrosivos frente a los materiales ferrosos. La
absorcion sobre los materiales plasticos puede alterar, a medio plazo, sus

propiedades mecanicas.

c. Propiedades microbiol6gicas-mecanismo de accién:

El poder bactericida es debido a una lisis celular por desnaturalizacion de
la membrana citoplasmatica y de los enzimas o de una combinacion in situ con
los constituyentes citoplasmaticos pero sin fuga celular. Los fenoles presentan
actividad bactericida frente a Gram-positivas y Gram-negativas. La actividad
fungicida es pequefia y no son considerados como virucidas y esporicidas
(Goddard y McCue, 2001).
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La actividad bactericida es buena, mientras que las actividades fungicidas
y virucidas son debiles. Ciertas combinaciones de fenoles aumentan el espectro
bactericida y fungicida.

Algunos compuestos como el pentaclorofenato (PCP) pueden presentar
toxicidad aguda. Los fenoles tienen carécter lipdfilo; absorbidos por la piel y
mucosas pueden producir alergias y fotosensibilizaciones.

d. Usos:

Se utilizan en el sector hospitalario y veterinario como desinfectantes de

las superficies.

En la tabla 4 se observan las ventajas e inconvenientes de los biocidas

mencionados.

Tabla 4. Ventajas e inconvenientes de los desinfectantes (Leveau, 2002).

Ventajas Inconvenientes
Cloroy derivados 0 Bactericida, virucida. 00  Corrosion.
clorados 0 Poco espumante. O Sensibles a materia organica.
01 Barato. [0 Inestable a alta T&.
0 Buen enjuagado. O Toxicidad: cloro gas (acidos).
Acido P-3 oxonia O Bactericida, fungicida, | & Corrosion.
virucida, esporicida. O Sensibles a materia organica.
0 Poco espumante O Inestable a alta T&.
0 Barato. O Vapores irritantes.
0 Buen enjuagado. O Incompatibilidades quimicas.
0 Activo a baja T2
0 Accion rapida.
Amonios cuaternarios | [1 Bactericida, fungicida. [1 Espumante.
(CLB, HDP, 0 Coste moderado. (1 No virucida.
Cetrimida) 1 No corrosivos. O Incompatibilidades
(1 EstableapHy T& con derivados anionicos.
11 Poco toxico.
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Ventajas Inconvenientes
PHMG 01 Bactericida. [0 No virucida.
01 No espumante. [0 Coste elevado.
07 No corrosivo. [1  Incompatibilidades quimicas.
[ Poco toxico.
01 Ausencia de olor.
Clorhexidina [ Bactericida. [0 No virucida.
71 No corrosivo. [0 Coste elevado.
1 Poco toxico. [1  Incompatibilidades quimicas.
1 Ausencia de olor. [0 Inestabilidad ligadas a T2 y
pH.
Fenoles (Triclosan, 71 Bactericida. [0 Espumante.
HCF) 71 No corrosivo. (1 Coste elevado.
1 Resistencia a  materia | 1 Inestabilidad ligada al pH.
organica.

11.3.1.4.- Mecanismos de resistencia a biocidas

Esta resistencia puede ser una propiedad natural de un microorganismo (intrinseca),
adquirida  mediante mutacion o por plasmidos (autorreplicacion, ADN
extracromosdmico) o transposones (cromosdmico o integrado en plasmidos, casetes de
ADN transmisibles). La resistencia natural puede deberse a diversos factores, como
carencia de la diana, presencia de una diana insensible al antibiotico, o impermeabilidad
de la célula al antibiético (Frost et al., 2005). Estas resistencias bacterianas se han
identificados en bacterias Gram-negativas, esporas, micobacterias y en bacterias Gram-

positivas como Staphylococcus.

En el caso de las bacterias Gram-negativas, es conocida su mayor resistencia a
los desinfectantes que las Gram-positivas. En diversos estudios de concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) que presentan tanto las Gram-positivas como las Gram-
negativas, se detectaron diferencias importantes entre S. aureus y E. coli a los derivados
de amonio cuaternario, hexaclorofeno, diamidinas y triclosan, aunque se detectd poca
diferencia en la susceptibilidad a la clorhexidina. P. aeruginosa es mas resistente a la

mayoria de estos agentes, incluyendo la clorhexidina (Gilbert, 2003).
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La membrana externa de las bacterias Gram-negativas actia como una barrera
que limita la entrada de varios tipos de agentes desinfectantes. Las moléculas
hidrofilicas de bajo peso molecular pasan facilmente a través de las porinas, en cambio
las moléculas hidrofobicas se difunden a través de la bicapa de la membrana. Los
derivados de amonio cuaternario son capaces de dafiar la membrana y provocar su
autocaptacion (Russell y Gould, 1988; Ayres et al., 1993; Gilbert, 1988; Hammond et
al., 1984; Nikaido, 1994, Hancock et al., 1984). La presencia en la membrana externa
de un lipopolisacarido menos acido puede ser un factor favorable a la resistencia
intrinseca (Cox y Wilkinson 1991; Hugo y Russell, 1999).

La resistencia adquirida se produce por mutacién o por la adquisicion de material
genético en forma de plasmidos o transposones (Frost et al., 2005). Aunque algunos
autores no relacionan el papel de los plasmidos en la resistencia codificada a los
antisépticos y desinfectantes (Chopra, 1982, 1987), otros autores si evidencian la
relacion entre la presencia de plasmidos en bacterias con el aumento de la tolerancia a

clorhexidina, triclosan, asi como a diamidinas (Russel, 1997).

Una de la preocupaciones del uso de biocidas, es que pueden provocar co-
seleccion de cepas resistentes a antibidticos de uso clinico, como se ha comprobado en
el caso del triclosan y otros (Chuanchuen et al., 2001; Braoudaki y Hilton, 2004; Ortega
Morente et al., 2012).

Los biocidas son ampliamente utilizados en la desinfeccion de equipos e
instalaciones (Directiva 98/8 / CE). En bacterias Gram-negativas se han descrito
nUMerosos genes para resistencia a biocidas derivados del amonio cuaternario (QAC),
como gqackE, qacEAI, qacF, gacG y gqacH. De todos ellos, gacEA1 es el que estd mas
extendido, encontrdndose en diversos grupos de bacterias Gram-negativas
(Pseudomonas sp., P. aeruginosa, E. coli, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enterica, Serratia marcescens, Vibrio spp., Campylobacter spp.,
Enterobacter cloacae, Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter freundii, Aeromonas
spp., Morganella morganii, P. stuartii, Proteus vulgaris) (Kicken et al., 2000). Se ha
descrito que gacEA1 (y en menor frecuencia gacH y gacF) esta asociado a integrones
de la clase I, junto con genes de resistencia a antibiéticos (Mulvey et al., 2006; De Toro

et al., 2011). Un estudio sobre poblaciones microbianas de ambientes contaminados
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con QACs relaciona la mayor incidencia de resistencia a QACs con una mayor
incidencia de integrones de la clase |1 (Gaze et al., 2005), lo que sugiere que la
exposicion a QACs podria co-seleccionar resistencia a antibidticos asociados a este tipo
de integrones.

Otro mecanismo de resistencia se debe a los sistemas de exporte formados por
tres componentes (como AcrAB-TolC o OgxAB), que también estdn ampliamente
diseminados en las bacterias Gram-negativas (Poole et al., 2005, 2007; Hansen et al.,
2007). Estos sistemas de exporte pueden disminuir la sensibilidad de las bacterias a una
amplia variedad de biocidas, como derivados del amonio cuaternario, clorhexidina,
triclosan, o cetrimida. La mayoria de los sistemas de exporte son bastante inespecificos,
y confieren resistencias a una variedad de antimicrobianos incluyendo biocidas (como
se ha mencionado anteriormente) y antibiéticos, como fluoroquinolonas, macrolidos,

lincosamidas, cetolidos, glicilglicinas, y oxazolidinonas (Poole, 2007).

El uso de biocidas en la piscicultura, en virtud de los requisitos previos de la
Directiva 98/8/ CE, permite una gama de desinfectantes para la descontaminacién en la
cria de peces, 0 para estanques y equipos como son yodoforos, sales metalicas,
compuestos halo organicos, aldehidos, peréxido de hidrégeno, compuestos de amonio
cuaternario y colorantes antimicrobianos. Diferentes tipos de presion selectiva (como
antibioticos, biocidas o metales pesados) podrian desempefiar un papel en la

prevalencia de la resistencia a los antimicrobianos en la cadena alimentaria.

Hay que tener en cuenta también la posible combinacion de otros agentes
antimicrobianos tales como lisozima-EDTA y conservantes quimicos, o lactato de
sodio y fosfato trisddico, merecen atencién debido a su amplio uso y multiples
aplicaciones en la industria alimentaria para la descontaminacién y conservacion de
alimentos (Lucera et al, 2012; Bjornsdottir-Butler et al., 2015; Wang et al., 2015). Se
desconoce por el momento si este tipo de agentes podrian co-seleccionar resistencias a

antibiéticos.

Por otro lado actualmente se buscan alimentos nuevos, con una vida media
estable, con larga y alta proteccion frente a los microorganismos, es decir, alimentos

naturales caracterizados por estar libres o poseer bajos niveles de aditivos quimicos, lo
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que ha llevado a la busqueda de componentes antimicrobianos naturales para
reemplazar a los compuestos quimicos convencionales (Benkeblia, 2004; Leite de
Souza et al., 2005, 2006).

Existen mas de 1300 plantas conocidas como fuentes potenciales de compuestos
antimicrobianos, el ajo, la cebolla, la menta, el anis, la albahaca, el cilantro, la canela, y
el orégano... han sido usados por su potencial antimicrobiano, (Ravi et al., 2008;
Reichling et al., 2009) Los extractos de estas plantas han sido considerados como
antibacterianos naturales de alimentos y pueden ser usados como métodos adicionales
para el control del crecimiento y supervivencia de microorganismos alterantes y
patdégenos (Ertas et al., 2005; Normanno et al., 2007, Pinto et al., 2009). Otros aceites
esenciales de plantas o sus compuestos antimicrobianos tales como carvacrol o timol se
utilizan también para la desinfeccion y conservacion de alimentos (Lucera et al., 2012;
Patel, 2015; Wang et al., 2015).

Un estudio mostro que la exposicion al aceite de pino indujo una disminucion de
la susceptibilidad a una gama de compuestos antimicrobianos incluyendo antibiéticos y
biocidas, (Moken et al., 1997). Sin embargo, poco se sabe sobre el desarrollo de la

resistencia / tolerancia a estos compuestos, y la co-resistencia a los antibioticos.

11.3.2.- Resistencia a antibioticos

Segun el Reglamento CE N° 1831/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de
septiembre de 2003 sobre aditivos en la alimentacion animal, los antimicrobianos son
sustancias producidas sintética o naturalmente que se utilizan para eliminar o inhibir el
crecimiento de microorganismos, entre ellos bacterias, virus y hongos, y paréasitos, en
particular protozoos. Y los antibidticos son antimicrobianos producidos por un
microorganismo o derivados de éste que destruyen o inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. (DOUE, 2003).
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11.3.2.1.- Historia de los antibiéticos

La historia de los antibiéticos es un camino de grandes esperanzas respecto a la curacién
de enfermedades muy graves, camino que se ha estrechado después de varias décadas de
un uso poco apropiado para fines mas comerciales que de salud. Grandes cientificos han
puesto su esfuerzo en conseguir antimicrobianos mas efectivos frente a mas
enfermedades y desde el principio han ido advirtiendo de su uso responsable para que

los microorganismos no consigan ser resistentes.

Hacia 1859, Louis Pasteur propuso la “teoria microbiana de la enfermedad”, en
1864 la Academia Francesa de Ciencias aceptd finalmente y avalé la teoria de Pasteur,
dicha teoria fue necesaria para el posterior desarrollo de la terapéutica antibidtica.
Joseph Lister, médico y cirujano inglés influido por los descubrimientos de Pasteur, en
1867 demostrd que los métodos antisépticos eran fundamentales para evitar la infeccion
de las heridas. Robert Koch, medico rural aleméan, considerado junto con Pasteur el
padre de la bacteriologia, en 1881 consiguié utilizar un medio sélido en placas para el
cultivo de bacterias, aislé Bacillus anthracis, Vibrio cholerae y el bacilo tuberculoso.
Hans Christian Joachin Gram, meédico danés, en 1884 presenté en Berlin el método
Gram para la clasificacion de las bacterias. Jean Paul Vuillemin, médico francés de la
Universidad de Nancy, dedicado a la micologia, describioé en 1889 el fendmeno por el
cual determinados organismos producen sustancias que pueden matar a otros

microorganismos con los que conviven y lo denominoé “influencias antibidticas”.

Aunque fue Selman Abraham Waksman microbidlogo estadounidense de origen
soviético quien en 1941 propuso el término de antibiotico para referirse al grupo cada
vez mayor de sustancias antibacterianas. En 1889 Rudolf Emmerich y Oscar Loew, dos
cientificos alemanes realizaron los primeros experimentos con la piocianasa, sustancia
aislada de Pseudomanas aeruginosa, descubrieron que podia destruir bacterias
patdgenas como Bacillus anthracis, S. aureus y Salmonella typhi, sin embargo era
demasiado toxica como para utilizarla en humanos. Paul Ehrlich médico aleman que
dedico tiempo al estudio de los colorantes en la identificacion de células, a partir de
1905 consiguioé un producto derivado del arsénico, el arsenobenzol, dtil frente a la sifilis

aungue su toxicidad era elevada. En las primeras décadas del siglo XX se probaron otras
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sustancias que también eran toxicas y decayd un poco la ilusion de encontrar un

producto que fuese efectivo y no toxico.

A pesar de todo, la busqueda continud, Alexander Fleming, médico escocés que
trabajaba en un hospital de Londres, en 1928 observo que una placa con crecimiento de
colonias bacterianas habia sido contaminada con un hongo y habia producido lisis, pudo
demostrar que la sustancia la producia el hongo Penicillium y ésta difundia a través del
agar, a esta sustancia la llamo “penicilina”. El uso de la penicilina no fue posible hasta
1942, bien por falta de desarrollo tecnolégico o bien porque los fracasos anteriores no
daban confianza en su uso como farmaco sistémico. En 1930, Gerhard Domagk, médico
alemén que trabajaba para el laboratorio I.G. Farbenindustrie en el desarrollo de
colorantes, utiliz6 uno de ellos ‘“el prontosil” para tratar animales enfermos.
Posteriormente se demostrd que el efecto antibiotico era debido al residuo de la

sulfonamida contenido en el colorante.

Las sulfamidas se convirtieron en las primeras sustancias administradas
internamente eficaces y sin toxicidad. Esto estimuld la busqueda de nuevos
antibacterianos. En torno a 1940, Selman Waksman y su discipulo René Dubos
estudiando las propiedades antibacterianas de los microorganismos del suelo llegaron a
encontrar antibioticos pertenecientes a la familia de los aminoglucésidos como la
gramicidina y la estreptomicina, antibidticos que complementaban el uso en infecciones
para las que la penicilina no era efectiva, aunque algo mas toxicos. A finales de la
década de 1940 varios cientificos consiguieron aislar otras sustancias con efecto
antibidtico como Paul Burkholder que aisldé el cloranfenicol, antibidtico de amplio
espectro pero de alta toxicidad y Benjamin Duggar que aislo la clortetraciclina, también

de amplio espectro y menos toxica que el cloranfenicol.

En 1964, el laboratorio de Howard Florey en Oxford, consiguié aislar
antibioticos de familia de las cefalosporinas del hongo Cephalosporium acremonium
después de muchos afios de trabajo. ElI descubrimiento de antibidticos naturales se
acompafid de otros antibioticos de sintesis, bien partiendo de las moléculas de los
naturales y modificAndolas, bien de nuevo desarrollo como la trimetropima y las
fluoroquinolonas. En las Gltimas décadas ha descendido la aparicion de nuevas familias

de antibidticos, esto unido a la aparicion de resistencias bacterianas por el uso masivo, a
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veces inapropiado como en infecciones viricas y en piensos como promotores del
crecimiento de animales de granja hace que cada vez sea mas dificil encontrar

antibidticos efectivos para enfermedades graves (Belloso, 2009).

Pasteur, en sus trabajos sobre la penicilina, ya describio la facilidad con que las
bacterias podian adaptarse a los antibidticos. Actualmente la resistencia a un antibidtico
no es ya lo preocupante, lo preocupante es la resistencia a multiples antibi6ticos,
también conocida como multirresistencia. Se ha adoptado una clasificacion en tres
niveles teniendo en cuenta la resistencia bacteriana: MDR (Multidrug-Resistant) son
resistentes al menos a un farmaco de tres 0 mas grupos distintos, XDR (eXtensively
Drug-Resistant) solo son sensibles a antimicrobianos de uno o dos grupos y PDR
(Pandrug-Resistant) son resistentes a todos los farmacos recomendados (Rotger y
Martinez, 2016). Existe preocupacion en el sector pesquero por el aumento de cepas
bacterianas procedentes de la cadena alimentaria resistentes a multiples farmacos
(AESA, 2010; CEPD, 2012, 2013; EFSA-ECDC, 2013; Watts et al., 2017).

11.3.2.2.- Mecanismos de resistencias a antibioticos

Como la mayoria de los seres vivos, las bacterias poseen mecanismos biologicos, que
les permiten adaptarse a las diferentes presiones ambientales. EI aumento del uso de
antibioticos, es el factor mas importante que contribuye a la aparicion de diversas clases
de resistencia bacterianas (Ang et al., 2004; Blair et al., 2015). El uso indiscriminado de
estos productos ha hecho que las bacterias dotadas de maultiples mecanismos
(bioquimicos, genéticos-moleculares y celulares) desarrollen estrategias inherentes y

adquiridas, que les permitan evadirse de estos compuestos.

Estas resistencias pueden deberse a mutaciones cromosdmicas o intercambio de
material genético mediante la transferencia de genes de resistencia a traves de varios

mecanismos como pueden ser:
- Transduccion: o transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano.

- Conjugacion: Transferencia de material genético contenido en plasmidos de una

bacteria a otra a través de una hebra sexual.
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- Transformacion: Transferencia de genes desde un ADN desnudo de una bacteria
previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma (Levy, 1998).

- Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN (transposon) que puede contener
genes para la resistencia a diferentes antibiéticos y otros genes casete unidos en equipo
para expresion de un promotor en particular (Levy, 2004).

Existen varios mecanismos de resistencia adquirida que las bacterias pueden

utilizar como defensa a los antibioticos:

-Modificacion enzimética o destruccion del antibidtico.

Surge de estimulos naturales o mutaciones en los genes cromosémicos o de la
adquisicion de elementos genéticos extracromosomicos (plasmidos o transposones) que
portan los genes de transferencia (Iruka et al., 2005). Los genes que codifican para estas
enzimas se encuentran generalmente en elementos moviles como transposones vy
plasmidos (Samaja-Kfoury y Araj, 2003). Es por ejemplo el mecanismo de resistencia

que utilizan algunas bacterias frente a antibiéticos betalactamicos.

- Impermeabilidad al antibiotico.

En las bacterias Gram-negativas, existe una estructura de membrana consistente en
lipopolisacarido y lipoproteina anclados al peptidoglicano junto con grandes proteinas
de membrana externa llamadas porinas (OMP). Estas porinas varian en namero y
tamafo y funcionan como canales acuosos que generan una ruta hidrofilica a traves de

la estructura de la membrana hacia el espacio periplasmico (Kapil, 2005).

-Alteracién o generacion de variantes del sitio diana.

Uno de los mecanismos mas importantes de resistencia a los antibioticos que se usan en
clinica, pues evitan el efecto bactericida/bacteriostatico que estimula la resistencia. Es
por ejemplo, el mecanismo mas comun de resistencia a macrélidos (Leclercq y
Courvalin, 1991), fluoroquinolonas (Hooper, 2000) o a meticilina (Samaja-Kfoury y
Araj, 2003).

-Presencia de bombas de exporte que expulsan el antibiotico.
El mecanismo de exporte para multiples agentes antimicrobianos contribuye a la

resistencia intrinseca y adquirida contra tales agentes. El analisis del genoma de
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bacterias Gram-positivas y Gram-negativas ha confirmado la amplia distribucion de
estos sistemas. Este modo de resistencia puede llegar a disminuir o inclusive suprimir la
susceptibilidad a un amplio rango de antimicrobianos. El exporte esta mediado por
proteinas de transporte, que confieren resistencia a los componentes toxicos (Moneira et
al., 2004). Los sistemas de exporte particularmente de bacterias Gram-negativas se
asocian con resistencia a multiples antimicrobianos de importancia clinica como las

fluoroquinolonas (Poole, 2000).

-Sobre-expresion del sitio diana.

Sélo se ha descrito en aislados clinicos de micobacterias. La duplicacion génica o las
mutaciones de los promotores implicados en la transcripcién de estos genes, son
probablemente el mecanismo responsable. La hiper-produccién de betalactamasas (gen
tem) induce resistencia al clavulanato y se podria considerar como una sobreexpresion
de la diana del antibidtico (Martinez et al., 1989).

Algunos determinantes de resistencia a antimicrobianos, como beta-lactamicos,
quinolonas y fluoroquinolonas, pueden ir asociados a plasmidos. Los plasmidos de
resistencia a fluoroquinolonas estdn ampliamente diseminados en Enterobacterias, y se
asocian con frecuencia a la resistencia a beta-lactamicos en cepas con fenotipos
multirresistentes (Crémet et al., 2011). Algunos genes, como la variante aac(6")-1b-cr,
confieren resistencia de forma simultanea a aminoglucdsidos y a fluoroquinolonas
(Kim et al., 2011). Otros, como ogxAB descrito en E. coli, confieren resistencia a
diversos antibioticos asi como a biocidas (Hansen et al., 2007; Wong y Chen, 2013).
La localizacion en elementos mdviles de genes que disminuyen la sensibilidad a
fluoroquinolonas mediante proteccion de la diana (gnr), modificacion del
antimicrobiano (aac(6”)-1b-cr) o mediante bombas de exporte (gepA, 0gxAB) es un
fendmeno creciente en Enterobacterias (Herrera-Ledn et al., 2011; Hopkins et al., 2008;
Veldman et al., 2011; Pérez-Moreno et al., 2013) y a menudo ligado a co-resistencia a

cefalosporinas y a la presencia de integrones de la clase | (Strahilevitz et al., 2009).

Se han detectado bacterias resistentes a maltiples farmacos que llevan genes de
B-lactamasa de espectro extendido (ESBL) en seres humanos sanos, asi como en
diversas especies animales, alimentos e incluso en muestras ambientales y se han

convertido en una amenaza para los entornos hospitalarios. La bacterias de la familia

47



Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasa son particularmente preocupantes
porque tienden a propagarse, dificultando el tratamiento de la infeccion (lovleva y Doi,
2017).

El uso inadecuado de los antimicrobianos en acuicultura ha contribuido al
desarrollo de bacterias resistentes a los antibi6ticos y ha creado graves problemas a los
ecosistemas acudticos, principalmente en los paises en desarrollo (Woolhouse y Farrar,
2014). Por ejemplo, se han detectado altas resistencias a agentes antimicrobianos como
ampicilina, rifampicina y estreptomicina en cepas de Vibro parahaemolyticus
procedentes de productos acuaticos en paises asiaticos y europeos, como el sur de China
(Xie et al., 2015), Corea (Kang et al., 2015), Polonia (Lopatek et al., 2015) e Italia
(Ottaviani et al., 2013).

11.3.3.- Resistencia a metales pesados

Los metales se encuentran en los procesos de transformacion natural de las rocas
durante la formacion de los suelos, pero su concentracion final no supera las
condiciones de toxicidad y se encuentran normalmente bajo formas que poco
asimilables por los organismos. Sin embargo, la actividad del hombre ha incrementado
su contenido en el medio ambiente de forma accidental o deliberada, por medio de

residuos de industrias agricolas o industriales.

La resistencia a metales pesados es el resultado de la actuacion de multiples
sistemas con especificidad de sustrato diferentes, pero que entre ellos comparten las
mismas funciones. Algunos de estos sistemas estan ampliamente distribuidos y
contribuyen en la defensa elemental de la célula frente a metales potencialmente
dafinos, asi como frente a las especies que estos producen al interactuar con los
componentes celulares (Brown et al., 2006). Otros estdn muy especializados y se
encuentran solo en algunas especies bacterianas, confiriéndoles la capacidad de

resistencia a metales pesados (Nies, 2003; Monchy et al., 2007).

Las bacterias son capaces de desarrollar diferentes sistemas para tolerar los
efectos nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung, 2005). Entre ellos, se encuentran

principalmente los que involucran: i) componentes celulares que capturan a los iones,
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neutralizando su toxicidad, ii) enzimas que modifican el estado redox de los metales o
metaloides, convirtiéndolos en formas menos tdxicas, y iii) transportadores ubicados en
la membrana que expulsan las especies nocivas desde el citoplasma celular (Cervantes
et al., 2006; Bui et al., 1999).

La contaminacidn del mar por metales pesados y la contaminacion de los peces
se han convertido en un motivo de gran preocupacion, no sélo por el riesgo para la salud
de los peces, sino también por el peligro para la salud humana por el consumo de peces
marinos (Zelikoff, 1993; Gu et al., 2016). Los metales pesados como el Cu y el Zn
tienen un papel importante en los sistemas biolégicos, pero pueden ser tdxicos a
concentraciones superiores a las optimas, mientras que el Cd, el Pb, el Cr y el Ni son
toxicos incluso a concentraciones traza (Uluozlu et al., 2013; Gu et al., 2015a; Liu et al.,
2015).

Los metales como el cobre (Cu) y cinc (Zn), son micronutrientes esenciales en
los seres vivos, pero estos pueden llegar a ser toxicos si se encuentran por encima de
cierta concentracion. Los contaminantes metalicos de origen industrial pueden alcanzar
los ambientes acuéticos a través de diferentes vias. Algunos organismos acuaticos
tienen la capacidad de acumular metales sin que esto les cause un dafio aparente. De
esta forma, concentraciones de metales pueden ingresar a la cadena alimenticia y causar

dafios considerables al consumidor final (Gu et al., 2015b)

El Cobre puede ser liberado en el medioambiente tanto por actividades humanas
como por procesos naturales. Ejemplo de fuentes naturales son las tormentas de polvo,
descomposicion de la vegetacion, incendios forestales y aerosoles marinos. El sulfato
de cobre se utiliza como alguicida y molusquicida en el agua, y como fungicida

vegetal, mezclado con cal.

El cinc rara vez se encuentra en la naturaleza en su estado metélico, pero
muchos minerales contienen cinc como componente principal. La mayoria del cinc es
vertido durante actividades industriales, como la mineria, la combustién de carbon y
residuos y el procesado del acero (Molony, 2001) Los peces presentes en el agua

pueden acumularlo y trasmitirlo a lo largo de la cadena alimentaria
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Los estudios realizados indican que las practicas agricolas y acuicolas
representan unas de las principales fuentes de contaminacion del suelo y agua en
metales altamente toxicos como el mercurio (Hg), cadmio (Cd), cobre (Cu) y zinc (Zn).
Si esos metales llegan al medio ambiente y se acumulan a concentraciones criticas que
pueden desencadenar co-seleccion de resistencia a los antibidticos. Ademas, se han
descrito mecanismos de co-seleccidn de estos metales pesados, asi como a antibidticos
de uso veterinario. Por lo tanto, los estudios que investigan la co-seleccion en entornos
afectados por la agricultura y la acuicultura deben centrarse en Hg, Cd, Cu 'y Zn como

la seleccion de los metales pesados (Seiler y Berendonk, 2012).

11.3.3.1.- Determinantes genéticos de resistencia a metales pesados

Los determinantes genéticos que codifican las proteinas involucradas en los
mecanismos de resistencia a metales, se encuentran generalmente localizados en el
cromosoma bacteriano, en elementos moviles como plasmidos o transposones 0 en
ambos (Tabla 5) (Von Rozyckiy Nies, 2008; Amoroso et al., 2000).

Los determinantes plasmidicos que confieren resistencia a metales, poseen una
gran especificidad, comparable con la que presentan los productos codificados por otros
genes que intervienen en el metabolismo celular (Silver y Phung, 1996), y constituyen
sistemas inducibles en la mayoria de los casos (Collard et al., 1993). Hasta el momento,
se han descrito genes de resistencia a plata, arsénico, cadmio, cromo, cobre, mercurio,
niquel, plomo, antimonio y cinc localizados en plasmidos (Silver y Phung, 1996;
Shukla et al., 2006). Estos hallazgos son de vital importancia ya que los plasmidos
generalmente confieren resistencia a elevadas concentraciones de metales (Mergeay,
1991) y pueden moverse facilmente de una célula a otra por transmision horizontal de
material genético, de modo que contribuyen considerablemente en la adaptacion a corto
plazo de las comunidades microbianas en ambientes contaminados (Blattner et al.,
1997; Nies et al., 1999).
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Tabla 5. Determinantes genéticos de resistencia a metales localizados en plasmidos

Determinante | Metal al que Bacteria Mecanismo involucrado
genético confiere
resistencia
As(V), E. coli Reduccién enzimética de arseniato a arsenito (ArsC)
As(111),
ars Sh(l1)
S. aureus Expulsion de arsenito y antimonio mediante ATPasa
Arsénico tipo P (ArsA/B)
cad Cd(n, zn(ll) | S. aureus Expulsion mediante ATPasa tipo P (CadA)
chr Cr(VI) C.metallidurans Eflujo mediante proteina de membrana (ChrA)
Co(ll), Ni(ll), | C. metallidurans | Expulsién mediante transportadores del tipo RND
onr Zn(1l) asociados a proteinas MFP y OMF(CnrABC)
Expulsién mediante transportador tipo CDF (CnrT)
Cu(ln P. syringae pv. Oxidacion mediante una enzima multicobre oxidasa
tomato (CopA)
cop Expulsion mediante ATPasa tipo P (CopF). Actividad
C. metallidurans | oxidorreductasa (Copl) y multicobre oxidasa (CopA)
Cd(ll), Zn(11), | C. metallidurans | Expulsién mediante transportadores del tipo RND
Co(ll) asociados a proteinas MFP y OMF(CzcABC)
czc Expulsion mediante transportador tipo CDF (CzcD)
Expulsiéon mediante ATPasa tipo P (CzcP)
Pb(I1) C. metallidurans | Expulsién mediante ATPasa tipo P (PbrA) y captura
pbr intracelular (PbrD)
Hg(ll) C. metallidurans | Proteinas de unién periplasmatica (MerP), transporte
mer al interior celular (Mer T) y reduccion enzimética de
Hg (1) a Hg(0) en el citosol (MerA)
Co(lIl), Ni(Il), | A. xylosoxydans Expulsion mediante transportadores del tipo RND
Cd(ln asociados a proteinas MFP y OMF(NccABC)
ncc Cd(In), zn(ll), | C. metallidurans
Co(11), Ni(lIn)
Ni(ll) A. xylosoxydans Exporte del cation mediante una proteina de la
nre familia MFS (NreB)
C. metallidurans
Ni(ll) Enterobacter sp. Exporte del cation mediante las proteinas NrpA 'y
nrp NrpB
Ag(l) Salmonella sp. Expulsion mediante transportadores del tipo RND
asociados a proteinas MFP y OMF(SiICFBA)
Secuestro mediante la proteina periplasmatica de
union a plata (SilE). Expulsion mediante ATPasa tipo
sil P (SilP)
Expulsion mediante transportadores del tipo RND
C. metallidurans | asociados a proteinas MFP y OMF(SiICBA)
0co Cu(ln E. coli Captura (PcoE, PcoC ) y oxidacion (multicobre

oxidasa PcoA),mediante proteinas periplasmica
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Los determinantes de resistencia a metales localizados en cromosomas (Tabla 6),
son en algunos casos muy similares a los plasmidicos. La existencia de genes de
resistencia a metales en el cromosoma, soporta la hipdtesis de que este caracter se ha
convertido en vital para algunas bacterias. En contraste, la resistencia a metales
codificada en plasmidos se ha encontrado en bacterias que habitan ecosistemas
ocasionalmente contaminados con el metal, por lo que dicho caracter en esos casos,
pudiera no ser esencial para los microorganismos, (Barzanti et al., 2007) sino que se le
otorga un importante valor adaptativo.

Tabla 6. Determinantes genéticos de resistencia a metales localizados en plasmidos

Determinante Metal al que Cepa bacteriana Mecanismo involucrado
genético confiere
resistencia
cad cd(n, zn(1n C. metallidurans Expulsion mediante ATPasa tipo P (CadA)
cop Cu(ll Xanthomonas Oxidacion mediante una enzima
campestris multicobreoxidasa (CopA)
mer Hg(ll) C. metallidurans
cue Cu(ll E. coli Enzima multicobre oxidasa (CueQ)
Expulsion mediante ATPasa tipo P (CopA)
znt Zn(11), Co(ll) S. aureus Expulsion mediante transportador tipo
CDF (RzcB)
Zn(11), Cd(1l) C. metalidurans Expulsion mediante ATPasa tipo P (ZntA)
Zn(11), Cd(l), E. coli Expulsion mediante transportador tipo
Pb(I) CDF (ZitB). Expulsion mediante ATPasa
tipo P (ZntA)
cus Cu(ll C. metalidurans Expulsion mediante transportadores
del tipo RND asociados a proteinas MFP
Cu(In, Ag(l E. coli y OMF(CusCBA). Unién del metal a
proteinas (CusF)
cup Cu(l C. metalidurans Eflujo mediante ATPasa tipo P (CupA)
nir Ni(ll) K. oxytoca Eflujo del cation mediante las proteinas
NirA (del tipo MFS) y NirC (del tipo
RND)
ncr-nre Ni(ll), Co(ll) H. alvei Eflujo del cation mediante una proteina
S. marcescens de la familia MFS (NreB)
L. ferriphilum Captura del metal (NcrC)
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Los genes que controlan la resistencia a metales asociados a plasmidos,
proporcionan a las bacterias una ventaja competitiva frente a otros organismos cuando
los metales estan presentes. Las bacterias Gram-positivas suelen ser mas sensibles a los
metales tdxicos que las Gram-negativas (Sterritt y Lester, 1980). Aunque dentro de un
mismo grupo se han descrito diferencias, como por ejemplo el crecimiento de una cepa
de Aeromonas se inhibe a una concentracion de 100 pg/ml de Zn, mientras que otra
cepa del mismo género aislada del mismo sitio de muestreo tiene la capacidad de

crecer hasta una concentracion de 3200 pg/ml de Zn (Matyar et al., 2010).

La aparicion de plasmidos de resistencia a multiples farmacos que llevan
asociados genes de resistencia a metales pesados es alarmante y requiere una vigilancia
adicional. La co-localizacién de genes de resistencia a los antimicrobianos y genes que
confieren resistencia a los metales pesados pueden facilitar su persistencia, co-

seleccion, y difusion.

Las sales metélicas se utilizan para la descontaminacion en piscicultura. EI cobre
y el zinc se utilizan con frecuencia en la acuicultura y también como pinturas
antiincrustantes en los barcos (Yebra et al., 2004; Watermann et al., 2005; Guardiola et
al., 2012). El cobre puede ser liberado al medio ambiente tanto por las actividades
humanas como por los procesos naturales. El zinc raramente se encuentra en la
naturaleza en su estado metalico, pero muchos minerales contienen zinc como
componente principal. Las principales fuentes antropogeénicas de zinc son la mineria, las
instalaciones de produccion de zinc, la produccién de hierro y acero, la corrosion de
estructuras galvanizadas, el carbon y la combustion de combustibles, la eliminacion e
incineracion de desechos y el uso de fertilizantes y plaguicidas que contienen zinc
(OMS, 2001) . Los peces pueden acumular y transmitir metales pesados a lo largo de la
cadena alimentaria. Los genes que controlan la resistencia a los metales pueden estar
asociados con plasmidos, que proporcionan a las bacterias una ventaja competitiva
sobre otros organismos cuando estan presentes metales especificos (Trevors et al., 1985;
Hobman y Crossman, 2014). La aparicidén de plasmidos con multiples resistencias a los
metales pesados es alarmante y requiere un control adicional (Gdmez-Sanz et al., 2013).
La co-localizacion de los genes de resistencia a los metales y de resistencia a los
antimicrobianos puede facilitar su persistencia, co-seleccién y diseminacion (Gomez-
Sanz et al., 2013; Wales y Davies, 2015).
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Debido a la alta incidencia de bacterias resistentes a metales pesados en diversos
ambientes, marinos, rios y suelos agricolas (Sabry et al., 1997; Ansari et al., 2008;
Malik y Aleem, 2011), se puede pensar que el agua contaminada con contaminantes
industriales (por ejemplo, metales pesados) pueda aumentar también la seleccion de
bacterias resistentes a los antibioticos y viceversa (An et al., 2010; Matyar 2012; Zhao
et al., 2012).
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OBJETIVOS






La resistencia a antibidticos es un tema cada vez méas preocupante en el ambito de la
salud publica. Aungue esté claramente establecido que hay una relacion directa entre el
uso de antibi6ticos en humanos y el desarrollo de resistencias, la contribucién de la
exposicion de los microorganismos a agentes antimicrobianos fuera del &mbito clinico
al desarrollo y la prevalencia de cepas multirresistentes empieza a ser considerada cada
vez mas relevante. En la Naturaleza, asi como en los ambientes antropogenicos, los
microorganismos estan expuestos a multitud de agentes antimicrobianos frente a los
cuales se seleccionan mecanismos de resistencia o tolerancia que permiten a las cepas
en cuestion sobrevivir y multiplicarse en presencia de los mismos. Cuando confluye una
exposicion multiple a agentes antimicrobianos de diferentes categorias, los
microorganismos tienen a acumular mecanismos de resistencia de forma que, tras ser
expuestos a uno de los agentes, se mantiene también la resistencia para los demas.
Antibidticos, biocidas con diferentes estructuras quimicas, antimicrobianos naturales,
conservantes y metales pesados son ejemplos significativos. La transmision de cepas
multirresistentes a través de los alimentos y la exposicion a posibles cepas patdgenas o
portadoras de resistencias en los entornos antropogénicos donde se elaboran las materias
primas 0 se procesan los alimentos son cuestiones de interés para la salud publica.
Aunque la resistencia a agentes antimicrobianos en determinados &mbitos de la industria
alimentaria (sobre todo la industria carnica, lactea y productos avicolas) ha sido
investigada en profundidad, existen aun pocos estudios relacionados con la industria del
pescado. En el caso del pescado la mayoria de los estudios se han centrado en la
inhibicion de L. monocytogenes en los productos del mar, mientras que otras bacterias
patdgenas o bacterias causantes putrefaccion (como Shewanella putrefaciens,
Photobacterium phosphoreum, Aeromonas spp. 0 Pseudomonas spp.) han sido mucho

menos estudiadas aunque siguen siendo un motivo de preocupacion.

Atendiendo a los antecedentes expuestos anteriormente, a la hora de plantear

este estudio se definieron los siguientes objetivos:

1.- Determinar la incidencia de tolerancia a biocidas y resistencia a antibidticos

en bacterias procedentes de productos de pesca.
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2.- ldentificar los microorganismos con mayor incidencia de resistencias a
antibioticos y biocidas, y determinar su tolerancia a otros antimicrobianos como

conservantes quimicos, compuestos fenolicos, o metales pesados.

3.- Conocer los determinantes genéticos de resistencia.

4.- Determinar la posible correlacion entre resistencias a diferentes agentes

antimicrobianos.
5.- Conocer la biodiversidad bacteriana en una granja de tilapia como modelo de

fuente antropogénica para potenciales microorganismos patégenos, productores de
toxinas, o portadores de resistencias.
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RESUMEN

Se ha aislado una coleccion de cepas de diferentes muestras de pescado fresco y marisco, y se
ha determinado la resistencia a diferentes biocidas. En la mayoria de los productos de la pesca
estudiados, las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo estan entre 103y 10’. En el
estudio morfolégico predominan los bacilos Gram -, salvo en productos donde la manipulacion ha
sido mas importante que encontramos cocos Gram +. Respecto a los ensayos de resistencia a
biocidas, hay mayor niUmero de cepas resistentes para triclosan, oxonia, cloruro de benzalconio y

hexadecilpiridinio. En general, la resistencia a biocidas es baja.

Palabras clave: pescado, biocidas, resistencias

ABSTRACT

A collection of bacterial strains isolated from raw seafood has been studied regarding its biocide
tolerance. Viable bacterial counts obtained for most samples analyzed ranged from 10° to 10’
colony forming units (CFU) per gram. Most isolates were Gram-negative bacilli, except for raw
processed products where Gram-positive bacilli were more abundant. Highest percentages of
biocide tolerance were obtained for triclosan, oxonia, benzalkonium chloride and

hexadecylpyridinium chloride. In general, biocide tolerance is low.

Keywords: seafood, biocides, antimicrobial resistance
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1. INTRODUCCION

1.1. EL PESCADO

Los peces y sus productos derivados constituyen una importante fuente de
proteina de alto valor biolégico, de grasa y vitaminas liposolubles. Debido al incremento
de la poblacion mundial y a la mejora de los indices de desarrollo de muchos paises, la
produccion de alimentos proteicos experimenta una demanda creciente. La produccion
pesquera mundial, supone el tercer alimento proteico de origen animal en cantidad bruta
después de la leche y la carne y el segundo en el aporte de proteina neta después de la
carne (1). La produccion pesquera mundial ha aumentado de forma constante en las
tltimas cinco décadas y el suministro de peces comestibles se ha incrementado a una
tasa media anual del 3,2 %, superando asi la tasa de crecimiento de la poblacién mundial
del 1,6 % (2).

El consumo per capita de pescado en Espafia ronda los 43 Kg anuales, frente a
una media europea de 22,1 Kg y media mundial de 18,4 Kg (3). El balance entre
importaciones y exportaciones también nos indica que se realiza un comercio importante
de pescado, en 2009 las importaciones fueron de 2.061.448 toneladas y las
exportaciones de 1.127.908 toneladas.

1.2. MICROORGANISMOS DEL PESCADO

La piel de los peces contiene abundantes microorganismos capaces de crecer y
sobrevivir a bajas temperaturas, incluso inferiores a 10 °C. Las bacterias existentes en el
intestino contribuyen junto con las de la piel a la descomposicion del pescado (4). La vida
atil de los productos de la pesca depende de la rapidez con la que se produzca el
deterioro después de la muerte. Son productos muy perecederos debido a los siguientes
factores: caracteristicas fisico-quimicas de la matriz, alta actividad agua, pH neutro, su
composicion lipidica, enzimas autoliticas y microorganismos en la superficie corporal (5).
Los peces son animales poiquilotérmicos, por tanto, la flora predominante refleja mucho
la del medio que circunda al pez vivo (6).

La microbiota de los peces de aguas frias de las regiones articas y templadas
consiste fundamentalmente en psicroéfilos aerobios Gram - y psicrotrofos (7). La mayor
parte son psicrofilos, capaces de crecer a temperaturas de hasta -5 °C o0 -6 °C. Por tanto,

aunque estan inicialmente en cantidades bastante pequefas, pueden crecer rapido
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durante su almacenamiento en frio para alcanzar cifras de 10°> a 10’ UFC/g (de tejido
branquial), en 7 dias.

Los olores del pescado alterado son el resultado de la utilizacion bacteriana de
moléculas relativamente pequefias e hidrosolubles del tejido del pescado, especialmente
de los constituyentes del nitrdgeno no proteico de los tejidos: aminoécidos, péptidos
pequefios y 6xido de trimetilamina (4). Otros productos del metabolismo bacteriano que
contribuyen a la percepcion sensorial de la alteracion son: acidos grasos de cadena corta
(acido lactico, acido butirico), aldehidos y cetonas de los lipidos tisulares, sulfuros
volatiles (sulfuro de hidrégeno, sulfuro de dimetilo, mercaptano de metilo), aminas (indol,
escatol), aminas biégenas (histamina, putrescina y cadaverina) y amoniaco procedente
de los aminoéacidos o proteinas degradadas (8). La produccion bacteriana de enzimas
proteinasas esta reprimida al principio pero se acelera en las ultimas fases debido al

aumento en el pool de aminoacidos procedentes de la hidrélisis de proteinas.

La microbiota inicial del pescado depende del ambiente y de su entorno en el
momento de la pesca. La microbiota de peces vivos de aguas frias y templadas es muy
constante, predominando Gram- como: Psycrobacter (Moraxella), Pseudomonas,
Acinetobacter, Shewanella (Alteromonas), Flavobacterium, Cytophaga y Vibrio.
Normalmente hay pequefio nimero de Gram+ como Micrococcus y Corynebacterium. En
aguas cdlidas, entre el 50 y 60 % de la microflora es Gram+, de los géneros Bacillus,
Micrococcus y Corynebacterium (6). En la piel y agallas predominan las bacterias
aerobias facultativas, encontrando bacterias del género Vibrio, en peces pelagicos
(caballa, arenque, sardina, etc.) en concentraciones elevadas. En intestino abundan
anaerobias obligadas. En los pescados de agua dulce hay los mismos tipos de bacterias,

salvo que Aeromonas sustituye a Vibrio.

Los microorganismos patdgenos del pescado crudo refrigerado son los mismos
gque la microbiota original y los adquiridos en las primeras fases de la pesca. En pescado
entero hay Clostridium botulinum, tipos E y B y F no proteoliticos. Pueden crecer a
temperaturas bajas, a partir de 3,3 °C, por tanto hay que tener cuidado con pescado
envasado al vacio y en atmésferas modificadas mantenido a una temperatura mayor de 3
°C. En los pescados que no se cuide la cadena de frio y se mantengan a una temperatura
mayor de 10 °C crecen bien microorganismos patdgenos como: Vibrio spp., Salmonella
spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Clostridium perfringens,

Listeria monocytogenes y Shigella spp. En aguas célidas puede haber altos recuentos de
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Vibrio spp. Este género incluye algunas especies que pueden provocar septicemias
graves.

En las truchas criadas en estanques se pueden encontrar altas concentraciones
de Clostridium botulinum. Pueden aparecer patdgenos entéricos (Salmonella spp.,
Shigella spp.) en balsas enriquecidas con estiércol y también debido a los piensos,
anfibios y aves. En ahumados puede encontrarse Salmonella spp., Shigella spp., S.
aureus, L. monocytogenes, C. botulinum. Si la temperatura no ha sido suficientemente
alta y hay una mala conservacion a temperatura alta puede dar problemas C. botulinum
tipo E, en el ahumado en caliente se inactivan esporas de C. botulinum no proteolitico
pero no las proteoliticas (7).

Las infecciones por consumo de alimentos contaminados continGan siendo una
constante relevante en el ambito sanitario de la Union Europea. En 2011 se detectaron
un 16.1% de infecciones por consumo de diferentes pescados el ambito de la Unidn
Europea (9). En el sector pesquero hay también preocupacion creciente por el
incremento de cepas resistentes o multirresistentes a los agentes antimicrobianos en la

cadena alimentaria (9, 10, 11).

1.3. BIOCIDAS (DESINFECTANTES)

Segun el Reglamento (UE) 528/2012 (12) se definen los biocidas como “toda
sustancia o mezcla, en la forma en la que se suministra al usuario, que esté compuesta
por, 0 genere una 0 mas sustancias activas, con la finalidad de destruir, contrarrestar o
neutralizar cualquier organismo nocivo, o de impedir su accién o de ejercer sobre él un
efecto de control de otro tipo, por cualquier medio que no sea una mera accion fisica o
mecanica”.

La accion de los biocidas dependera del tipo de microorganismos sobre el que
gueramos actuar, debido a sus diferentes caracteristicas fisiologicas, metabdlicas. El
mecanismo de accién de los biocidas se fundamenta en que actian sobre las moléculas
de la membrana de la célula viva, especialmente sobre las proteinas, carbohidratos,
lipidos (fosfolipidos), &cidos nucleicos y sobre otras pequefias moléculas, como algunas
vitaminas, hormonas y ciertos elementos minerales esenciales presentes en las células
(13, 14). Al actuar sobre diferentes dianas, es muy dificil determinar cuales son los
efectos concretos que provocan o contribuyen a la muerte del microorganismo.
Principalmente interaccionan con la superficie celular, pero una vez dentro del

microorganismo, puede dafiar uno o0 mas componentes celulares, mediante tres
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mecanismos de accion: Envenenamiento de los sistemas enzimaticos, Alteraciones de la
permeabilidad de la membrana celular o Coagulacién y precipitacion de proteinas
celulares.

El uso de biocidas en la piscicultura, en virtud de los requisitos previos de la
Directiva 98/8/ CE, permite una gama de desinfectantes para la descontaminacién en la
cria de peces, 0 para estanques y equipos como son yoddéforos, sales metadlicas,
compuestos halo organicos, aldehidos, peréxido de hidrégeno, compuestos de amonio
cuaternario, y colorantes antimicrobianos.

Una preocupacion creciente es el uso de biocidas, ya que puede provocar co-
seleccion de cepas resistentes a antibioticos de uso clinico, como se ha comprobado en
el caso del triclosan y otros (15, 16, 17, 18). Los biocidas son ampliamente utilizados en
la desinfeccién de equipos e instalaciones. En bacterias Gram-negativas se han descrito
numerosos genes de resistencia a biocidas derivados del amonio cuaternario (QAC), que

también estan ampliamente diseminados en las bacterias Gram-negativas (19, 20, 21).

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. AISLAMIENTO DE CEPAS PROCEDENTES DE PESCADO

Se ha aislado una coleccién de cepas a partir de 14 especies de pescado y
productos del mar, boquerén (Engraulis encrasicolus), sardina (Sardina pilchardus), jurel
(Trachurus trachurus), caballa (Scomber scombrus), lenguado (Solea spp.), dorada
(Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax), salmén (Salmo salar), merluza (Merluccius
capensis), tintorera (Prionace glauca), calamar (Loligo spp.), mejillén (Mytilus edulis),
langostino (Penaeus spp.) y cigala (Nephrops norvegicus).

Se pesaron 25 gramos de cada una de las muestras de pescado. Dependiendo
del tipo de pescado se seleccionaron distintas zonas de la toma de muestra. Teniendo en
cuenta zonas con piel, sin piel, cola, cabeza, estbmago, etc. En una bolsa estéril se
mezclaron con 225 ml de peptona salina, con el fin de homogeneizar la muestra. Se
masajeo el contenido durante 2 minutos para desprender los microorganismos, y se dejo
reposar para que se depositaran los restos de pescado. Con el sobrenadante obtenido se
prepararon diluciones para el recuento de microorganismos, manteniéndolas en frio hasta
Su uso.

Cada dilucion se sembro en su placa correspondiente de medio TSA salino,
siempre por triplicado con la espatula de Drigalski estéril. Se incubaron a 30 y 37°C,

durante 24 horas. Pasadas las 24h se observaron las colonias y se hizo el recuento de
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células viables por la técnica del niumero de unidades formadoras de colonias UFC/ml o g.
de muestra de pescado ensayada. Se seleccionaron las colonias perfectamente aisladas,
y se realizo la tincion de Gram para poder clasificar las cepas segun su morfologia. Se

congelaron a -80° para los posteriores ensayos.

2.2.  ENSAYO DE RESISTENCIA A BIOCIDAS, MICROTITULACION.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la concentracion mas
baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo
después de la incubacion durante la noche. Para el célculo de las concentraciones
minimas inhibitorias de los biocidas sometidos a estudio se han distribuido en placas de
microtitulacién los biocidas a ensayar junto con diluciones de cultivos estacionarios de las

diferentes cepas.

- Biocidas utilizados:

= Cloruro de benzalconio: 50% en agua (Fluka. Sigma-Aldrich Chemic GmH).

= PHMG (polyhexamethylene guanidine hydrochloride; Oy Soft).

= Oxonia (Acido P3-oxonia).

= Hexaclorofeno, 99%. (Aldrich Chemical Co. Ltd.).

= Hexadecilpiridinio: 99,0-102,0% (Sigma Aldrich, Co.).

= Triclosan (Irgasan): >= 97,0% HPLC. 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol (Sigma
Aldrich, Co.).

= Cetrimida, Alkytrimethyl-ammonium bromide. Soluble en agua al 10%. (Sigma
Aldrich, Co.).

» Clorhexidina digluconato 20% en agua. (Sigma Aldrich, Co.)

Técnica de microtitulacién

Se preparan distintas diluciones de los biocidas en medio nutritivo liquido estéril,
TSB. En la dilucién al 10% del hexaclorofeno y del triclosan se utiliza alcohol etilico de
96° para facilitar la disolucion del compuesto. En cada pocillo de la placa de
microtitulacién se afiaden 200 pl de la dilucién del biocida, desde C1 a C5 y se inoculan
con 20 pl de la dilucién 1/10 del cultivo overnight de cada cepa. En todos los ensayos se
pone un control positivo, y controles negativos del medio TSB y de los diferentes biocidas,

Se incuban a 37 °C o 30 °C, segun crecimiento de cada cepa, durante 18-24 horas. A las
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24 h se procede a la lectura de la microplaca con el lector “Microplate Reader” (BIO-RAD)
a 595 nm.

3. RESULTADOS

3.1. AISLAMIENTO DE COLONIAS: OBTENCION DE CULTIVOS PUROS.

Se han aislado 73 cepas del conjunto de las especies de pescado muestreadas.
Para el posterior estudio dichas cepas se han agrupado dependiendo del tipo de pescado
del que proceden (Tabla 1).

Una vez realizada la toma de muestra como se refleja en el apartado de material y
métodos se procedié al recuento de UFC/g y a la identificaciébn de las muestras y
clasificaciébn mediante la tincion de Gram. En la tabla 2 se pueden observar los distintos
pescados ensayados, las zonas de muestra y los resultados obtenidos.

La concentracion de microorganismos viables encontrada es muy variable
dependiendo de cada producto, oscilando desde 1,5 x 10° UFC/g en mejillén fresco hasta
7,2 x 10" UFC/g en salmon, presentado en una rodaja envasada en bandeja de
poliestireno cubierta por film en vitrina refrigerada. En general, los productos de pesca
extractiva y moluscos tienen menor carga bacteriana, oscilando entre 10° a 10* UFC/g, la
excepcion es el jurel con 1,8 x 10° UFCl/g, en estos niveles se sitia también la tintorera;
los productos de la acuicultura y el marisco cocido estan proximos a 10° UFC/g, similar a
la rodaja de merluza; y la carga microbiana mayor se ha encontrado en la dorada, la
muestra de la parte de la ventresca con piel con10® UFC/g y el salmén, como hemos
comentado ya, con 10" UFC/g (Tabla 2).

En el trabajo de aislamiento y recuperacioén de cepas en medio liquido realizado a
lo largo de los dias, se observé que muchas cepas dejaban de crecer a 37 °C, creciendo
a 30°C. Las cepas con un crecimiento 6ptimo mesofilo (37 °C) se han aislado de los
productos presentados en rodajas y trozos, ademas de algunas en marisco cocido y en
algunos productos de pesca extractiva y acuicultura como caballa, dorada y lubina. Del
total de cepas el 52% han crecido a 30 °C y el 48% a 37 °C (Tabla 2).

La morfologia de las colonias observada en medio sélido sobre placa de TSA, es
bastante homogénea, todas las colonias han sido circulares y de elevacion entre convexa
(la mayoria) y plana. Se han encontrado tres tipos claramente diferenciados respecto al
color: colonias blancas mucosas, colonias con tonalidad amarillenta, y colonias

transparentes o transllcidas.
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Por ultimo, el estudio mediante la tinciéon de Gram nos muestra el predominio de
los bacilos Gram -. Los bacilos Gram - son los predominantes en los productos
procedentes de la pesca extractiva, de la acuicultura y los moluscos. El otro grupo
predominante son los cocos Gram +, encontrados en el grupo de las rodajas y trozos de
pescado y en el marisco cocido. En menor cantidad aparecen algunos bacilos Gram +
(Tabla 2).

3.2.  ENSAYOS DE RESISTENCIAS A BIOCIDAS

En el cédmputo global, las cepas de pescado evaluadas no son resistentes a las
concentraciones de 1% y 0,25% de los desinfectantes ensayados, tan solo un 8,22%
son resistentes a la concentracion de 0,25% de triclosan (TRI). A la concentracién de
0,025% se encuentran cepas resistentes a varios de los biocidas ensayados salvo a la
cetrimida (CETRI), polihexametilen guanida (PHMG) y hexaclorofeno (HCF). Las cepas
son mas resistentes segun el siguiente orden: triclosan (TRI) con un 10,95%, oxonia (OX)
con un 4,1%, cloruro de benzalconio (CLB) con un 2,74% y hexadecilpiridinio (HDP) con
un 1,37%. Para el resto de biocidas solo se detectaron cepas resistentes a

concentraciones mucho mas bajas (Figura 1).

PORCENTAJE GLOBAL DE CEPAS RESISTENTES (%)
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Figura 1: Porcentaje global de cepas tolerantes a las diferentes concentraciones de cloruro de
benzalconio (CLB), Cetrimida (CETRI), hexadecilpiridinio (HDP), oxonia, hexaclorofeno (HCF),
triclosan (TRI), polihexametilen guanidina (PHMG), o clorhexidina digluconato (CLX).

Al observar los resultados, segun las categorias en las que se han agrupado los

productos de la pesca utilizados en el estudio, tenemos:
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1. Cepas procedentes de la pesca extractiva: sardina, boquerén, caballa y jurel. En

general son cepas poco resistentes, encontrando sin embargo en este grupo las mas
resistentes a la concentraciéon de 0,25% al triclosan. A la concentracion de 0,025%
hay cepas resistentes al cloruro de benzalconio, oxonia y triclosén. A la concentracion
de 0,0025% aproximadamente la mitad de las cepas de esta categoria son
resistentes, aunque variando segun biocida, mayor al cloruro de benzalconio,

triclosan, oxonia, hexadecilpiridinio y polihexametilen guanidina.

PESCA EXTRACTIVA: Sardnas, boquerdn, caballay jurel
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Figura 2. Porcentaje de cepas procedentes de pesca extractiva tolerantes a cada una de las
concentraciones de biocida ensayadas.

A la menor concentracion ensayada, 0,00025%, la resistencia es mayor,
exceptuando la cetrimida (Figura 2).

2. Cepas procedentes de la acuicultura: lenguado, dorada, lubina. La distribucion de

resistencia a los biocidas, entre las cepas aisladas de esta categoria, es muy similar a
la de la pesca extractiva. No hay resistencia a la concentracion del 1%, a la
concentracion de 0,25% hay un 19% de las cepas de esta categoria resistentes al
triclosan. A la concentracion de 0,025% no hay crecimiento bacteriano en los
derivados del amonio cuaternario, poliguanidas y hexaclorofeno. A la concentraciéon
de 0,0025% el porcentaje de crecimiento bacteriano oscila entre el 50% para cloruro
de benzalconio y triclosan y el 13% para polihexametilen guanida. Finalmente, a la
concentracion de 0,00025% los porcentajes de crecimiento son muy altos salvo para
cetrimida (Figura 3).
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ACUICULTURA: Lenguado, doraday lubina
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Figura 3. Porcentaje de cepas de acuicultura tolerantes a cada una de las concentraciones de
biocida ensayadas.

3. Cepas procedentes de productos presentados en rodajas y en trozos: salmén,

merluza vy tintorera. Las 16 cepas de este grupo tienen un comportamiento muy

homogéneo. No hay crecimiento a las concentraciones de 1% y 0,25%. Al 0,025% se
detectan porcentajes muy bajos de cepas resistentes a cloruro de benzalconio y
triclosan. Estos biocidas, junto con el hexadecilpiridinio, mantienen porcentajes de
resistencia muy altos al 0,0025%. Todos los biocidas (excepto cetrimida) muestran
porcentajes muy altos de resistencia al 0,00025% (Figura 4).

RODAJAS Y TROCEADO: Salmon, merluza y tintorera
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Figura 4. Porcentaje de cepas aisladas de la presentacién en rodajas y troceado tolerantes a
cada una de las concentraciones de biocida ensayadas.
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4. Cepas procedentes de moluscos: calamar y mejillon. En esta categoria solo se

incluyen 6 cepas aisladas. El comportamiento ante los biocidas ha sido muy similar al
grupo anterior. No hay crecimiento a las concentraciones de biocida del 1% y 0,25%.
Sin embargo el 17% de las cepas han crecido a la concentracién de 0,025% frente al
triclosan. Al 0,0025% se observa alta resistencia para cloruro de benzalconio,
hexadecilpiridinio y triclosan. Al 0,00025%, todas las cepas son resistentes para os
biocidas cloruro de benzalkonio, oxonia, hexadecilpiridinio, clorhexidina y triclosan.
También se encuentran niveles muy altos de resistencia para polihexametilen guanida

y hexaclorofeno, y ligeramente altos para cetrimida (Figura 5).

MOLUSCOQOS: Calamar y mejillon
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Figura 5. Porcentaje de cepas de moluscos tolerantes a cada una de las concentraciones de
biocida ensayadas.

5. Cepas procedentes de marisco cocido: langostino y cigala. Se han ensayado 10

cepas. No hay crecimiento a las concentraciones del 1% y 0,25%. Al 0,025% se han
encontrado resistencias para clorhexidina y triclosan. A la concentracion de 0,0025%,
las resistencias van del 50% para polihexametilen guanida al 10% para oxonia. Al

0,00025% se encuentran resistentes para todas las cepas (Figura 6).
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MARISCO COCIDO: Langostino y cigala
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Figura 6. Porcentaje de cepas de marisco cocido tolerantes a cada una de las
concentraciones de biocida ensayadas.

4. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran la presencia de bacterias resistentes a
biocidas en las diferentes muestras de pescado ensayadas. El 64% de las cepas aisladas
son bacterias Gram negativas, segun estudios anteriores, las bacterias Gram negativas
son generalmente mas tolerantes que las bacterias Gram-positivas a los agentes
antibacterianos (22, 23), datos que concuerdan con nuestros resultados donde la mayor
resistencia a biocidas se produjo en las bacterias Gram-negativas. La membrana externa
de las bacterias Gram-negativas actlla como una barrera responsable de la resistencia
intrinseca de estos microorganismos para muchos compuestos antimicrobianos (24, 25).
Tal resistencia a la permeabilidad mediada depende en una medida considerable, no sélo
del agente en cuestién, sino también del tipo de microorganismo. La membrana externa
de los miembros de la familia Enterobacteriaceae (y otras bacterias Gram-negativas, en
particular Pseudomonas aeruginosa) actla como una barrera que limita o impide la
entrada de muchos agentes antibacterianos (24, 25).

En los resultados obtenidos un 8,20%, de las cepas aisladas son resistentes a la
concentracion de 0,25% de triclosan (TRI), El triclosan (5-cloro-2- (2,4-diclorofenoxi)
fenol) es una biocida ampliamente utilizado en jabones de tocador, pasta de dientes,
jabones  liquidos, plasticos de uso doméstico, desodorantes, telas,
champus, una gran variedad de productos de cuidado personal y productos comerciales

para limpieza de superficies, asi como incorporado en materiales como tablas de cortar, 0
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embalajes. Tiene un amplio espectro frente a muchos microorganismos, incluyendo
bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas, algunos hongos, y micobacterias
(26). Las bacterias resistentes a triclosan son abundantes en naturaleza, y existen
muchos mecanismos de resistencia conocidos, (27, 28, 29, 30). Recientemente se han
descrito genes de resistencia presentes en Escherichia coli (31). Pseudomonas
aeruginosa (32), Salmonella enterica serovar typhimurium (33), Staphylococcus aureus

(34), Mycobacterium smegmatis (28), o Acinetobacter baumannii (35).

Aparte del Triclosan, se ha detectado también un bajo porcentaje de cepas con
altos niveles de resistencia a oxonia, cloruro de benzalconio y hexadecilpiridinio,
Atendiendo a la literatura cientifica, dentro de las bacterias Gram-negativas que son
particularmente resistentes a varios biocidas destacan Pseudomonas aeruginosa, P.
cepacia, Proteus spp. y Providencia stuartii (22). P. aeruginosa tolera altos niveles de
derivados del amonio cuaternario y es también menos susceptible que otros muchos tipos
de bacterias Gram-negativas a diacetato de clorhexidina (CHA). Aparte de en los
alimentos, otros estudios han detectado la presencia de cepas de Listeria
monocytogenes y E. coli resistentes al uso prolongado de derivados de amonio
cuaternario en una planta de procesamiento de pescado noruego (36). En los mataderos
de cabra y cordero, se han detectado también especies de Pseudomonas resistentes a
antibioticos y biocidas, aisladas de todas las superficies de produccion de la cadena de la
carne asi como en los productos cérnicos (37).

En la industria alimentaria moderna, la escala de la producciéon de alimentos
aliada a las demandas de los consumidores de alimentos sanos, nutritivos, y
minimamente procesados carente de aditivos, tales como conservantes quimicos y otros
agentes antimicrobianos, ha tenido un impacto importante en el nimero de biocidas
utilizados en este entorno. En un intento de mejorar las medidas de higiene y garantizar
la seguridad alimentaria, la industria alimentaria ha aumentado la utilizacion de biocidas y
desinfectantes basados en productos quimicos para el control de la ecologia microbiana
del entorno de produccion (38), incrementandose la tolerancia bacteriana a la mayoria de
los agentes. Una exposicién mayor a los biocidas puede dar lugar a bacterias resistentes
que pueden ser transmitidas por los alimentos, lo que puede tener implicaciones
importantes para la salud puablica. Esta caracteristica, sin duda, pone en peligro el papel
de los desinfectantes como un medio eficaz para controlar microorganismos. La
tolerancia adquirida a estos agentes podria facilitar la supervivencia de microorganismos

patdégenos y contribuir a la aparicion de cepas resistentes.
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Los datos obtenidos en este estudio indican la presencia de cepas resistentes a
algunos de los biocidas utilizados en la industria alimentaria, siendo mayor en los
pescados en rodajas y en trozos como salmén, merluza y tintorera, donde el contacto con
superficies y el manejo es mayor. Debido a que no existen muchos datos sobre la
resistencia de antimicrobianos en cepas procedentes de pescado, seria conveniente
profundizar en este tipo de estudios, con el fin de poder conocer mejor los riesgos de
seleccion de cepas resistentes y adoptar medidas de higiene que permitan producir
alimentos de mayor calidad y seguridad alimentaria, asi como aumentar la vida util de

productos altamente perecederos como el pescado.
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Tabla 1: Distribucion del numero de cepas aisladas de pescado en el
presente estudio.
N° DE CEPAS TOTAL
SARDINA 4
Pesca BOQUERON 9
extractiva CABALLA 7
JUREL 5 25
Entero
LENGUADO 5
Acuicultura DORADA 5
LUBINA 6 16
FORMA Pescado
DE VENTA |fresco Rodajas y SALMON 12
troceado MERLUZA 2
TINTORERA 2 16
Moluscos MEJILLON 2
CALAMAR 4 6
Marisco LANGOSTINO 4
cocido CIGALA 6 10
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Tabla 2. Resultados del aislamiento de colonias.

N° DE

a
CATEGORIAS ALIMENTO MUESTRA UFC CEPA IN(.I,—UB. GRAM  MORF COLONIA
1 30 bacilos -  Grandes amarillas
Boquer6n entero 1,9 X 10* 2 37 bacilos - Medianas
BOQUERON 3 30 bacilos - Pequefia amarilla
(Engraulis encrasicolus) 4 37 bacilos + Pequefia blanca
5 30 bacilos -  Grande amarilla
Boquer6n sin cabeza ni
cola 6,3 X10° 30 bacilos -  Grande blanca
30 bacilos - Mediana blanca
30 bacilos -  Mediana blanca
Pequefias
9 30 bacilos -  transparentes
10 30 bacilos + Grande amarilla
11 30 bacilos -  Pequefia transparente
SARDINA Mitad con cabeza 4,3 X 10 12 30 bacilos -  Pequefia transparente
thsrgitiva (Sardina pilchardus) 13 30 bacilos -  Grande transparente
ENTERO
14 37 bacilos -  Mediana blanca
15 30 bacilos -  Mediana amarilla
JUREL Con cabeza 1,8 X 10° 16 37 cocos +  Pequefia amarilla
(Trachurus trachurus) 17 30 bacilos - Pequefia amarilla
18 30 bacilos -  Pequefia blanca
19 37 bacilos -  Grande blanca
20 37 bacilos -  Grande blanca
21 37 bacilos -  Grande transparente
CABALLA Ventresca con piel 8,6 X 10* 22 30 bacilos - Mediana blanca
(Scomber scombrus) 23 30 bacilos -  Pequefia transparente
Atlantico Noreste 24 37 bacilos - Pequefia blanca
25 30 bacilos -  Mediana blanca
Pequefias,
26 30 bacilos - transparentes
Pequenas,
27 30 bacilos - transparentes
Pequenas,
LENGUADO Lomo con espina, sangre 9,8 X 10 28 30 bacilos - transparentes
(Solea spp.) 29 30 bacilos -  Pequefias, mucosas
30 30 bacilos -  Pequefias, mucosas
Lomo con piel 45X 10° 31 37 bacilos -  Grande blanca
Acuicultura 32 30 bacilos - Mediana transparente
ENTERO DORADA
(Sparus aurata) 33 37 bacilos - Grande blanca
Santa Pola acuicultura Ventresca con piel 2,8 X 10° 34 37 bacilos - Mediana transparente
35 30 bacilos + Pequefia transparente
36 30 bacilos -  Pequefia transparente
Lomo con piel 7,6 X 10° 37 30 bacilos -  Pequefia transparente
LUBINA 38 37 bacilos -  Pequefia blanca
(Dicentrarchus labrax) 39 30 bacilos - Pequefia blanca
Santa Pola acuicultura
Ventresca con piel 51X 10° 40 37 bacilos - Grande blanca
41 30 bacilos - Pequefia blanca
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N° Ta

CATEGORIAS ALIMENTO MUESTRA UFC/g CEPA INcuB. GRAM MORF. COLONIA
42 37 cocos +  Pequefia amarilla
43 37 cocos +  Pequefia amarilla
44 37 cocos +  Pequefia amarilla
Externa con piel 7,2 X107 45 37 cocos + Pequefia amarilla
46 37 cocos + Pequefia amarilla
SALMON (Salmo salar) 47 37 cocos + Pequefia amarilla
Rodajas Noruega acuicultura

y Rodaja envasada poliexpan +film 48 37 cocos +  Pequefia amarilla
troceado 49 37 cocos +  Pequefia amarilla
Interno espina 3,0 X 10’ 50 37 cocos +  Pequefia amarilla
51 37 cocos +  Pequefia amarilla
52 37 cocos + Pequefia amarilla
53 37 cocos + Pequefia amarilla

MERLUZA 54 37 bacilos + Transparentes

(Merluccius capensis) Lomo 7,0 X 10° 55 37 cocos +  Transparentes

Atlantico sudeste (El Cabo, Namibia)

TINTORERA Trozo sin piel 4,2X10° 56 30 cocos +  Transparentes
(Prionace glauca) 57 37 bacilos-  Transparentes
Sin etigueta

58 30 bacilos -  Transparentes
CALAMAR 59 30 bacilos -  Transparentes
(Loligo spp.) Con tentaculos 2,8 X 10* 60 30 bacilos - Transparentes
Atlantico Suroeste 61 30 bacilos - Transparentes

Moluscos Congelado-descongelado
62 30 bacilos -  Grande amarilla

] Contenido interior de la
MEJILLON concha 1,5 X 10* 63 37 bacilos -  Grande amarilla

(Mytilus edulis)

Fresco
64 30 cocos +  Transparentes
LANGOSTINO Entero 4,2 X10* 65 30 cocos + Transparentes
(Penaeus spp.) 66 37 bacilos - Transparentes
Venezuela acuicultura 67 37 cocos +  Transparentes
Cocido, descongelado
Marisco cocido 68 37 bacilos -  Grande blanca
69 37 bacilos + Grande blanca
CIGALA Mitad posterior (con telsén) 5,1 X 10° 70 30 bacilos -  Transparentes
(Nephrops norvergicus) 71 30 bacilos - Transparentes
Cocido descongelado
Mitad anterior (con
cefalotérax) 3,0 X 10* 72 37 bacilos + Grande amarilla
73 37 bacilos -  Mediana blanca
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Resistance to Antibiotics, Biocides,
Preservatives and Metals in Bacteria
Isolated from Seafoods: Co-Selection
of Strains Resistant or Tolerant to
Different Classes of Compounds

José L. Romero, Maria J. Grande Burgos, Rubén Pérez-Pulido, Antonio Galvez * and
Rosario Lucas

Microbiology Division, Department of Health Sciences, University of Jaen, Jaen, Spain

Multi-drug resistant bacteria (particularly those producing extended-spectrum
B-lactamases) have become a major health concern. The continued exposure to
antibiotics, biocides, chemical preservatives, and metals in different settings such as
the food chain or in the environment may result in development of multiple resistance
or co-resistance. The aim of the present study was to determine multiple resistances
(biocides, antibiotics, chemical preservatives, phenolic compounds, and metals) in
bacterial isolates from seafoods. A 75.86% of the 87 isolates studied were resistant
to at least one antibiotic or one biocide, and 6.90% were multiply resistant to at
least three biocides and at least three antibiotics. Significant (P < 0.05) moderate or
strong positive correlations were detected between tolerances to biocides, between
antibiotics, and between antibiotics with biocides and other antimicrobials. A sub-set
of 30 isolates selected according to antimicrobial resistance profile and food type were
identified by 16S rDNA sequencing and tested for copper and zinc tolerance. Then,
the genetic determinants for biocide and metal tolerance and antibiotic resistance
were investigated. The selected isolates were identified as Pseudomonas (63.33%),
Acinetobacter (13.33%), Aeromonas (13.33%), Shewanella, Proteus and Listeria (one
isolate each). Antibiotic resistance determinants detected included sul? (43.33% of
tested isolates), sul2 (6.66%), blatem (16.66%), blagtx—m (16.66%), blapse (10.00%),
blapp (3.33%), blanpv—1 (3.33%), floR (16.66%), aadA71 (20.0%), and aac(6')-Ib
(16.66%). The only biocide resistance determinant detected among the selected
isolates was gacEA7 (10.00%). A 23.30 of the selected isolates were able to grow
on media containing 32 mM copper sulfate, and 46.60% on 8 mM zinc chloride. The
metal resistance genes pcoA/copA, pcoR, and chrB were detected in 36.66, 6.66, and
13.33% of selected isolates, respectively. Twelve isolates tested positive for both metal
and antibiotic resistance genes, including one isolate positive for the carbapenemase
gene blanpv—1 and for pcoA/copA. These results suggest that exposure to metals
could co-select for antibiotic resistance and also highlight the potential of bacteria on
seafoods to be involved in the transmission of antimicrobial resistance genes.
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Antimicrobial Resistant Bacteria from Seafoods

INTRODUCTION

The global world fish market reached 175 million tons in 2016
(Food and Agriculture Organization (FAO), 2016). There is a
growing concern in the fisheries sector about the increasing
prevalence of multidrug-resistant bacterial strains in the food
chain (EFSA, 2010; ECDC, 2012, 2013; EFSA-ECDC, 2013; Watts
et al, 2017). Multidrug-resistant bacteria carrying extended-
spectrum (ESBL) f-lactamase genes can now be found in
healthy humans as well as in various animal species, food and
even in environmental samples, and have become a threat in
hospital settings. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
are particularly of concern because they tend to spread, making
infection treatment difficult (Iovleva and Doi, 2017). Resistance
genes for antimicrobials such as f-lactams, quinolones, and
fluoroquinolones may be associated with plasmids. Plasmids of
fluoroquinolone resistance in Enterobacteriaceae are widespread,
and are often associated with resistance to B-lactams in strains
with multidrug resistant phenotypes (Crémet et al., 2011). Some
genes, such as the variant aac(6')-Ib-cr simultaneously confer
resistance to aminoglycosides, and fluoroquinolones (Kim et al.,
2011). Others like the efflux pump 0gxAB described in Escherichia
coli, confer resistance to various antibiotics and biocides (Hansen
etal.,, 2007; Wong and Chen, 2013).

Different types of selective pressure (such as antibiotics,
biocides, or heavy metals) could play a role in the prevalence of
antimicrobial resistance in the food chain. Biocides may co-select
strains resistant to antibiotics of clinical use, as verified in the
case of triclosan, and others (Chuanchuen et al., 2001; Braoudaki
and Hilton, 2004; Ortega-Morente et al., 2013). Biocides are
widely used in disinfecting equipment and facilities, including
fish farming, and fish processing facilities (Directive 98/8/CE). In
Gram-negative bacteria, several genes for resistance to biocides
belonging to the group of quaternary ammonium compounds
(QACs) as qacE, qacEAIL, qacF, qacG, and gacH have been
described. Among them, gacEA1 is the most widespread, as it
is found in various groups of Gram-negative bacteria (Kiicken
et al.,, 2000). Association of qacEAI (and less frequently also
qacH and qacF) with class I integrons together with antibiotic
resistance genes has been reported (Mulvey et al., 2006; De Toro
et al,, 2011). A study of microbial populations in environments
contaminated with QACs related the increased incidence of
resistance to QACs with a higher incidence of class I integrons
(Gaze et al., 2005), suggesting that exposure to QACs could also
selected for antibiotic resistance associated with such integrons.
Other antimicrobials such as lysozyme-EDTA combinations and
chemical preservatives such as sodium lactate and trisodium
phosphate also deserve attention because of their wide use and
potential applications in the food industry for decontamination
and food preservation (Lucera et al., 2012; Bjornsdottir-Butler
et al., 2015; Wang et al., 2015). There is also a growing interest
in extending the use of plant essential oils or their antimicrobial
compounds (such as carvacrol or thymol) for disinfection and
food preservation (Lucera et al., 2012; Patel, 2015; Wang et al,,
2015). One study showed that exposure to pine oil induced a
decreased susceptibility to a range of antimicrobial compounds
(including antibiotics and biocides; Moken et al., 1997). Yet,

little is known about development of resistance/tolerance to these
compounds, and co-resistance to antibiotics.

Metal salts are used for decontamination in fish farming.
Metals such as copper (Cu) and zinc (Zn) are essential
micronutrients in living things, but they can become toxic if
they are above a certain concentration. Copper and zinc are
frequently used in aquaculture and also as antifouling paints
on boats (Yebra et al., 2004; Watermann et al., 2005; Guardiola
et al, 2012). Copper can be released into the environment
by both human activities and natural processes. Zinc is rarely
found in nature in its metallic state, but many minerals contain
zinc as a main component. The main anthropogenic sources
of zinc are mining, zinc production facilities, iron, and steel
production, corrosion of galvanized structures, coal, and fuel
combustion, waste disposal and incineration, and the use of
fertilizers, and pesticides containing zinc (WHO, 2001). Fish can
accumulate and transmit heavy metals along the food chain.
The genes that control resistance to metals may be associated
with plasmids, which provide bacteria a competitive advantage
over other organisms when specific metals are present (Trevors
et al., 1985; Hobman and Crossman, 2014). The appearance
of multidrug resistance plasmids carrying resistance to heavy
metals is alarming and requires additional monitoring (Gémez-
Sanz et al, 2013). The co-location of metal-resistance and
antimicrobial-resistance genes can facilitate their persistence, co-
selection, and dissemination (Gomez-Sanz et al., 2013; Wales and
Davies, 2015).

The aim of this study was to provide insights on resistance
to clinically relevant antibiotics in bacterial strains isolated
from seafood sold at supermarkets and fishmarket. Since
exposure to other types of antimicrobials such as biocides and
metals could co-select for antibiotic resistance, we hypothesized
that antibiotic-resistant strains from seafoods could also be
phenotypically resistant, and/or carry genetic determinants of
resistance to other antimicrobials, thus increasing the risk
of transmission of antibiotic resistance through the seafood
production chain. Therefore, susceptibility of bacterial strains
isolated from different seafood samples against various biocides,
antibiotics, and metals was evaluated, and the presence of
resistance genes in multiresistant strains was determined. A
special emphasis was made on extended-spectrum B-lactamase
genes because of the risks that ESBL-producing bacteria may pose
to human health.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Isolation

A total of 22 seafood samples from 16 different fish and
seafood species purchased at supermarkets and fishmarket in
the province of Jaen (Spain) during the years 2013 and 2014
were investigated (Table 1). Unless indicated, samples consisted
of unprocessed whole specimens from sea fishing, and were sold
over the counter on ice. Samples (25g each) were suspended
in 225 ml of buffered peptone water supplemented with 10 g of
NaCl/liter and homogenized by stomaching with as Stomacher
400 (Sewald, UK). The samples were analyzed following standard

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

August 2017 | Volume 8 | Article 1650


http://www.frontiersin.org/Microbiology
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Microbiology/archive

Romero et al. Antimicrobial Resistant Bacteria from Seafoods

TABLE 1 | Sensitivity to antibiotics, biocides and other antimicrobials in bacterial isolates recovered from seafoods.

Food source and Viable RESISTANCE BC CT HDP TC CF CHX PHMG OX CVC THY SL TSP L LE
isolate counts PHENOTYPE

(Logqo

CFU/qg)

Anchovy (Engraulis  4.27;

encrasicholus) 3.80;
4.32
B2 AMP, CTX, 25 7.5 25 >250 25 5 25 25 0.050 0.250 5.00 1.00 >0.01 ABC
CM, NA,
TM/STX, TC
B6 25 2.5 25 25 5 20 2.5 75 0010 0010 300 075 =>0.01 ABC
B7 AMP, CM, 25 7.5 50 5 25 5 5 25 0.050 0.250 5.00 0.75 >0.01 ABC
NA, TM/STX
B22 25 2.5 25 25 25 15 5 25 0.010 0.010 3.00 0.75 >0.01 ABC
B24 25 2.5 25 25 25 20 5 10 0.010 0.010 3.00 075 =>0.01 ABC
4B1 AMP, NA, 25 25 25 5 25 10 25 25 0.100 0.010 5.00 0.75 >0.01 ABC
TM/STX
4B21 AMP, TM/STX 25 2.5 25 5 25 10 25 25 0.100 0.050 5.00 0.75 >0.01 ABC
4B22 NA, CHX 25 0.5 25 25 5 50 7.5 10 0.010 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
4B23 AMP, NA, 25 2.5 25 25 25 50 7.5 10 0.100 0.125 5.00 0.75 =>0.01 ABC
CHX
4B31 AMP, CTX, 250 25 >250 >250 25 20 100 25 1.00 0.125 5.00 1.00 >0.01 ABC
IMP, CM,
TM/STX, BC,
CT, HDP,
PHMG, TC
4B41 NA 25 0.5 25 5 5 1 5 25 0010 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
4B43 AMP, CTX, 25 25 50 5 25 10 25 25 1.000 0.125 5.00 0.75 >0.01 ABC
CM, NA,
TM/STX
Sardine (Sardina 4.63;
pilchardus) 4.50
4Sd1 AMP, NA, 25 5 25 50 25 50 25 >2500.100 0.050 5.00 1.00 >0.01 ABC
TM/STX,
CHX, OX
4S8d3 BC 250 2.5 25 5 5 5 2.5 75 0100 0.010 3.00 050 =>0.01 ABC
48d21 CHX, PHMG, 25 5 25 50 25 50 100 >2500.050 0.010 5.00 150 =>0.01 C
OX
4Sd22 TM/STX, TC 50 7.5 25 >250 25 15 25 75 0.100 0.050 5.00 075 =>0.01 ABC
4Sd41 AMP, CTX, 50 7.5 25 >250 25 50 100 250 0.100 0.250 5.00 0.75 >0.01 ABC
CM, S, CHX,
PHMG, TC
4Sd42 AMP, NA, 25 25 25 5 25 5 25 100 0.050 0.125 5.00 0.50 >0.01 ABC
TM/STX
48d51 AMP, S 50 0.5 25 50 25 10 5 250 0.050 0.010 5.00 150 =>0.01 ABC
48d52 AMP 50 2.5 25 50 25 20 7.5 250 0.025 0.010 5.00 0.75 =0.01 ABC
4Sd53 AMP, CHX 25 25 25 25 25 50 25 250 0.100 0.250 3.00 1.00 >0.01 ABC
48d54 50 0.5 25 5 5 1 5 100 0.025 0.010 1.00 0.25 >0.01 ABC
Blue whiting 3.78
(Micromesistius
poutassou)
4Bai AMP, TM/STX 25 2.5 25 5 25 10 7.5 250 0.050 0.250 3.00 050 >0.01 ABC
4Ba2 5 0.5 5 5 1 0.5 5 0.025 0.010 3.00 1.00 =0.01 ABC
4Ba31 AMP, TM/STX 5 0.5 5 5 1 5 50 0.010 0.010 1.00 025 =>0.01 ABC
4Ba32 5 0.5 5 5 1 0.5 5 0.010 0.010 1.00 0.25 =>0.01 ABC
4Ba33 IMP 25 2.5 5 25 25 15 7.5 250 0.010 0.250 3.00 050 =0.01 ABC

(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Food source and Viable RESISTANCE BC CT HDP TC CF CHX PHMG OX CVC THY SL TSP L LE
isolate counts PHENOTYPE
(Logqo
CFU/qg)
4Ba4di 25 2.5 25 25 25 15 5 50 0.025 0250 5.00 0.75 >0.01 ABC
4Ba42 AMP, TM/STX 25 2.5 25 5 25 10 7.5 50 0.025 0.010 3.00 050 =>0.01 ABC
Athlantic horse 6.25
mackerel
(Trachurus
trachurus)
J2 AMP, CTX, 5 25 >250 250 25 10 0.5 5 0100 0.250 5.00 1.00 >0.01 ABC
CM, S, NA,
TM/STX, CT,
HDP, TC
J4 AMP, CTX, >250 25 >250 250 25 10 25 100 0.100 0.250 3.00 1.00 >0.01 ABC
CM,
TM/STX, BC,
CT, HDP, TC
J5 NA 5 0.5 5 5 5 1 0.5 05 0.025 0250 500 150 =>0.01 ABC
Jé CM 25 2.5 50 25 25 5 5 25 0.010 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
J7 AMP, S, BC 250 7.5 50 25 25 5 2.5 75 0.100 0.125 3.00 0.75 >0.01 ABC
Mackerel 4.93
(Scomber
scombrus)
Cb22 AMP, IMP, 25 0.5 25 50 25 50 10 250 0.025 0.250 5.00 3.00 >0.01 ABC
CHX
Cb27 AMP, CTX, 50 7.5 25 250 25 10 25 250 0.050 0.250 5.00 1.50 >0.01 ABC
IMP, CM,
NA, TM/STX,
TC
Cb212 AMP, CTX, 50 7.5 25 >250 25 10 25 250 0.100 0.250 5.00 1.50 >0.01 ABC
CM, NA,
TM/STX, TC
Sole (Solea spp.) 4.99;
5.62
Lel AMP 5 2.5 25 25 25 20 0.5 5 0.010 0.010 3.00 0.75 =0.01 ABC
Le2 25 2.5 50 50 25 15 5 75 0010 0.010 3.00 075 =>0.01 ABC
Le4 AMP 25 2.5 50 50 25 15 5 75 0010 0.010 3.00 075 =>0.01 ABC
Le5 CHX 25 2.5 50 50 25 50 5 50 0.010 0.010 3.00 075 =>0.01 ABC

Hake (Merluccius 5.84
capensis; sliced)

M135 CHX 5 0.5 25 5 5 50 0.5 5 0.010 0010 3.00 100 =0.01 ABC
Blue shark 3.62

(Prionace glauca;

sliced)

T213 25 2.5 25 5 25 5 2.5 50 0.025 0.010 3.00 1.00 0.0025 ABC
T215 S, CHX 50 7.5 50 50 25 50 25 250 0.025 0.010 5.00 1.50 >0.01 ABC

Gilthead seabream  6.44
(Sparus aurata)

Do11 AMP, IMP, 25 25 25 25 25 50 7.5 250 0.025 0.250 3.00 3.00 >0.01 ABC
CHX
Do15 25 2.5 50 50 25 20 10 250 0.010 0.010 3.00 1.00 =0.01 ABC
Do24 AMP, IMP, 25 2.5 25 50 25 50 5 100 0.025 0.010 5.00 3.00 =>0.01 ABC
CHX
Do26 S, CHX 25 2.5 50 50 25 50 25 75 0010 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Food source and Viable RESISTANCE BC CT HDP TC CF CHX PHMG OX CVC THY SL TSP L LE
isolate counts PHENOTYPE
(Log1o
CFU/qg)

Sea bass 5.88;

(Dicentrarchus 5.70

labrax;

aquaculture)

Lbi14 CHX 25 2.5 50 50 25 50 25 50 0.010 0.010 3.00 075 >0.01 ABC

Lbi15 AMP, CTX, 50 7.5 50 >250 25 20 25 100 0.100 0.250 5.00 1.50 >0.01 ABC
IMP, CM,
NA, TM/STX,
TC

Lbi16 AMP, CTX, 75 5 50 250 25 10 100 >2500.100 0.250 3.00 1.00 >0.01 ABC
CAZ, IMP,
CM, S, NET,
CIP, NA,
TM/STX,
PHMG, TC,
oX

Lbi25 AMP, CTX, >250 25 250 250 25 10 100 >2500.100 0.250 3.00 0.25 >0.01 ABC
IMP,CM, S,
NA, TM/STX,
BC, CT, HDP,
PHMG, TC,
oX

Salmon (Salmo 7.85;

salar; slices 7.47

packed in trays;

aquaculture)

S11 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 5.00 1.00 0.0025 ABC
CAZ, CM, NA

S12 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.010 3.00 1.00 0.0025 ABC
CM, S

S13 AMP, CAZ, 25 2.5 25 5 25 20 25 250 0.010 0.010 3.00 0.75 0.0025 ABC
CM

S14 AMP, CAZ, 25 25 25 5 25 20 25 250 0.010 0.025 3.00 1.00 0.0025 ABC
CM, S, NA

S15 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 20 25 250 0.010 0.025 3.00 1.00 0.0025 ABC
CM, NA

S16 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 15 25 250 0.010 0.025 3.00 1.00 0.0025 ABC
CM, TE

S21 AMP, CM, NA 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 3.00 1.00 0.0025 ABC

S22 AMP, CTX, 25 25 25 5 25 20 25 250 0.010 0.025 3.00 1.00 0.0025 ABC
CM, S, NA

S23 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 5.00 150 0.0025 ABC
CM, NA

S24 AMP, CTX, 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 5.00 150 0.0025 ABC
CM, NA

S25 AMP, CTX, 25 25 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 3.00 1.50 0.0025 ABC
CM, S, NA

S26 AMP, CM, NA 25 2.5 25 5 25 10 25 250 0.010 0.025 3.00 150 0.0025 ABC

Squid (Loligo spp.)  4.44

c121 25 2.5 25 25 25 5 5 25 0025 0010 300 150 >0.01 ABC
C123 25 2.5 25 25 25 5 2.5 25 0025 0.010 300 1.00 =>0.01 ABC
C125 25 2.5 25 25 25 5 2.5 25 0025 0010 300 1.00 =>0.01 ABC
C126 25 2.5 25 25 25 5 5 256 0025 0010 300 1.00 =>0.01 ABC

(Continued)
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TABLE 1 | Continued

Food source and Viable RESISTANCE BC CT HDP TC CF CHX PHMG OX CVC THY SL TSP L LE
isolate counts PHENOTYPE
(Log1o
CFU/qg)
Juvenile squid 4.49
(Loligo vulgaris)
4C1 CAZ, S, NA 25 0.5 25 25 5 5 5 250 0.025 0.010 1.00 0.75 =>0.01 ABC
4C4 AMP, TM/STX 25 2.5 5 5 5 1 0.5 5 0.025 0.010 1.00 025 =>0.01 ABC
4C21 CTX, CAZ, 25 2.5 25 25 5 5 5 250 0.025 0.010 1.00 0.75 >0.01 ABC
S, NA
4C22 AMP, TM/STX 25 5 25 5 25 10 7.5 75 0.100 0250 3.00 050 >0.01 ABC
4C23 CTX, CAZ, S, 25 2.5 25 5 5 5 5 100 0.025 0.010 1.00 0.75 >0.01 ABC
NA
4C31 25 2.5 25 25 25 15 7.5 250 0.025 0250 3.00 050 =0.01 ABC
4C32 AMP, CTX, >250 25 >250 >250 25 50 100 250 0.100 0.125 5.00 1.00 >0.01 ABC
IMP, CM,
NA, BC, CT,
HDP, CHX,
PHMG, TC
4C51 CAZ, S 5 0.5 5 5 5 1 5 5 0.010 0.010 1.00 0.25 =>0.01 ABC
4C52 AMP, CTX, 75 10 250 >250 25 15 25 250 0.100 0.010 5.00 0.75 >0.01 ABC
C, NA,
TM/STX,
HDP, TC
Mussels (Mytilus 3.65
edulis)
Mj2 AMP, IMP, S, 25 5 25 50 25 50 7.5 250 0.025 0.250 5.00 3.00 >0.01 ABC
CHX
Prawns (Penaeus 4.60
spp.; boiled and
frozen;
aquaculture)
L122 AMP, CAZ 25 2.5 25 25 25 5 5 50 0.025 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
L123 AMP, CTX, 25 25 25 5 25 5 0.5 50 0.010 0.010 3.00 1.00 >0.01 ABC
CAZ, IMP,
CM, S, NET,
TE, CIP,
TM/STX
L124 AMP, IMP, 25 5 25 50 25 50 10 250 0.025 0.250 5.00 3.00 >0.01 ABC
CHX
L125 25 2.5 25 5 5 5 2.5 250 0.010 0250 3.00 1.00 =>0.01 ABC
Norway lobster 4.47
(Nephrops
norvergicus;
boiled and frozen)
Cgi1 25 2.5 25 5 5 25 250 0.010 0.010 3.00 3.00 =0.01 ABC
Cg12 5 2.5 25 5 5 0.5 5 0.010  0.010 3.00 1.50 =>0.01 ABC
Cgl4 25 2.5 25 5 25 5 2.5 25 0.010 0.010 3.00 1.00 =>0.01 ABC
Cg21 25 2.5 25 5 5 5 2.5 250 0.025 0.010 3.00 3.00 =>0.01 ABC
Cg22 AMP, CM, 25 5 25 250 25 5 25 250 0.050 0.250 5.00 1.50 >0.01 ABC
NA, TM/STX,
TC

In bold, isolates selected for further study.

AMRPR, ampicillin; CTX, cefotaxime, CAZ, ceftazidime; IMR, imipenen, CIF, ciprofloxacin; NA, nalidixic acid; CM, chloramphenicol; S, streptomycin;, NET, netilmicin; TE, tetracycline;
TM/STX, trimethoprim/solfamethoxazole. The minimum inhibitory concentrations (MICs) for biocides (in mg/l, or in microliters of commercial solution per liter in the case of OX),
phenolic compounds and preservatives (in %) are indicated. BC, benzalkonium chloride; CT, cetrimide; CHX, chlorhexidine; HDF, hexadecylpyridinium chloride; TC, triclosan;, PHMG,
polyhexamethylen guanidium chloride; OX, P3 Oxonia (in microliters of commercial solution per; CVC, carvacrol; THY, thymol (THY); SL, sodium lactate; TSR, trisodium phosphate; L,
lysozyme (L). LE, lysozyme-EDTA combinations (A, B, C indicate the different LE inhibitory combinations).
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procedures for microbiological analysis of food by plating serial
dilutions on Trypticase Soya Agar (TSA, Scharlab, Barcelona,
Spain) supplemented with 10 g of NaCl/liter (saline TSA, STSA).
After 24-48 h incubation at 30°C, colonies were purified by
streaking on TSA (without added NaCl), and the pure cultures
were examined by Gram-staining, catalase and oxidase tests,
and stored at —80°C in Trypticase Soya Broth (TSB, Scharlab)
supplemented with 20% glycerol.

Determination of Resistance to Antibiotics,
Biocides, and Other Antimicrobial

Compounds

A collection of 87 bacteria randomly isolated from the
different seafood samples were screened for sensitivity to
biocides, antibiotics, and other antimicrobial compounds as
described below. Benzalkonium chloride (BC), cetrimide (CT),
hexadecylpyridinium chloride (HDP), chlorhexidine digluconate
(CHX), triclosan (TC), and hexachlorophene (CF) were from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). The commercial solution of
benzalkonium chloride contained 50% (wt/v) of the active
compound. Triclosan and hexachlorophene were dissolved
(10% wt/v) in 96% ethanol. HDP (5% wt/v), CT (10% wt/v),
and CHX (20% wt/v) were dissolved aseptically in sterile
distilled water. Poly-(hexamethylen guanidinium) hydrochloride
(PHMG) solution (containing 7.8% of PHMG, by weight)
was a kind gift of Oy Soft Protector Ltd (Espoo, Finland).
P3 oxonia (OX, containing 25-35% hydrogen peroxide, 0.83-
2.5 N acetic acid, and 0.26-0.66 N peracetic acid) was
supplied by ECOLAB (Barcelona, Spain). Biocide solutions were
stored at 4°C for <7 days. Carvacrol (CVC), thymol (THY),
sodium lactate (SL), trisodium phosphate (TSP), lysozyme
(L), and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) were from
Sigma-Aldrich. Solutions containing 100 mg/l lysozyme and
5 mM EDTA were combined in different proportions to
yield the following final concentrations: A, 30 mg/l lysozyme
plus 3.5 mM EDTA; B, 50 mg/l lysozyme plus 2.5 mM
EDTA; C, 70 mg/l lysozyme plus 1.5 mM EDTA. Minimum
inhibitory concentrations (MIC’s) were determined by the
broth microdilution method on 96-well, flat-bottom microtiter
plates (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ). Briefly,
serial dilutions of each antimicrobial were inoculated (1%,
vol/vol) with overnight cultures of bacterial strains grown in
Trypticase Soya Broth (TSB; Scharlab). Growth and sterility
controls were included for each isolate. Microtiter plates were
incubated at 30°C. Optical density (OD 595 nm) readings
were performed with an iMark Microplate Reader (BioRad,
Madrid) after 24-48 h incubation. All assays were done in
triplicate.

Antibiotic resistance was determined by the disk diffusion
method as described by the Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI (2015) on cation-adjusted Mueller-Hinton
agar (Fluka, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Disks containing
ampicillin (AMP, 10 pg), ceftazidine (CAZ, 30 pg), cefotaxime
(CTX, 30 ng), imipenem (IMP, 10 pg), streptomycin (S, 10 pg),
tetracycline (TE, 30 pg), ciprofloxacin (CIP, 5 pg), nalidixic acid
(NA, 30 ng), and trimethoprim/sulfamethoxazole (TM/STX,

1.25/23.75 pg) were supplied by Biomérieux (Madrid, Spain).
Chloramphenicol (CM, 30 pg) was from BBL (Madrid, Spain).

Identification of Antimicrobial-Tolerant

Isolates

From the preliminary screening on antimicrobial resistance, 30
isolates were selected for further study based on food source,
antibiotic resistance and biocide tolerance. Selected isolates
were resistant to at least three antibiotics or at least to one
antibiotic and one biocide. The 30 isolates were identified by
16S rDNA sequencing. DNA was extracted with a bacterial
genomic DNA extraction kit (GenEluteTM, Sigma-Aldrich) and
16 S rDNA was amplified as described by Abriouel et al.
(2005). PCR amplification products were purified using a GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE-Healthcare,
Spain), and then sequenced according to Weisburg et al.
(1991) in a CEQ 2000 XL DNA Analysis System (Beckman
Coulter, CA, USA). The DNA sequences obtained were searched
for homology by using the BLAST algorithm available at
the National Center for Biotechnology Information (NCBI,
USA).

Determination of Tolerance to Metals

The selected 30 isolates were tested for tolerance to copper and
zinc metals as follows. Mueller-Hinton II agar plates (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) were supplemented with CuSO4e5H,0
(PanReac, Barcelona, Spain) (4, 8, 12, 16, 20, 24, 32, and 36 mM,
adjusted to pH 7.2) or ZnCl, (PanReac) (2, 4, 8, and 16 mM,
adjusted to pH 6.5) according to Cavaco et al. (2011). Then, plates
were inoculated with 2 pl from overnight cultures of bacterial
strains diluted 10-folds in sterile saline solution. The plates were
incubated at 37°C under aerobic conditions and inspected for
bacterial growth after 24 h. The lowest metal concentration that
inhibited growth of the inoculated bacterial strains was taken as
the MIC.

Investigation of Genetic Determinants of

Resistance
The selected 30 isolates were investigated for the presence of
genetic determinants of resistance. The presence of the biocide
resistance genes gacE and qacEA1 and their possible association
with class I integrons was investigated by PCR according to
Chuanchuen et al. (2007). Specifically, the forward primer qacEF
was used in combination with reverse primers qacER and sulR for
amplification of gacE, gacEA1 and the 3’ coding sequence (3’ CS).
The following extended-spectrum f-lactamase genetic
determinants were investigated by PCR: blatgm (Sdenz et al.,
2004), blapsg (Chiu et al., 2006), blactx—m, and blacTx—m—2
(Bertrand et al., 2006), as well as carbapenemases blaryp,
blanppy—1, blaoxa—23, and blayiyvi—» (Ramakrishnan et al., 2014).
Other antimicrobial resistance genes investigated by PCR were
the aminoglycoside resistance genes aadA1 (Guerra et al., 2001),
and aac(6')-Ib (Park et al., 2006), the phenicol resistance genes
floR (Chiu et al., 2006) and c¢mlA (Sdenz et al., 2004), and the
sulfonamide and trimethoprim resistance genes sull (Guerra
etal., 2001), sul2 (Saenz et al., 2004), and sul3 (Sdenz et al., 2010).
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The gene for the multicopper oxidase found in the plasmid-
borne operons pcoABCDRSE (described in Pseudomonas
syringae) and copABCDRS (E. coli) was investigated using the
primers and PCR conditions described for pcoA/copA by Badar
et al. (2014). The additional genes copB, copC, copD (Kamika
and Momba, 2013; Badar et al., 2014) and pcoR (Brown et al.,
1992) were also investigated. The chromosomal cueAR operon,
encoding a putative P1-type ATPase and a MerR-type regulatory
protein involved in copper homeostasis in Pseudomonas putida
was investigated according to Adaikkalam and Swarup (2002).
The czcD gene involved in the regulation of the CZC zinc, cobalt,
and cadmium efflux system was investigated by PCR according
to Medardus et al. (2014). The chromate resistance gene chrB
was investigated as described by Chihomvu et al. (2015) and Nies
et al. (1990).

Statistical Analysis

The relationships between resistances to the different
antimicrobials tested were studied by Principal component
analysis with Pearson correlation coeflicient (r) by using IBM
SPSS Statistics 22 (IBM Corporation, Armonk, New York, USA)
and Mystat statistics and graphics package (Systat Software,
Hounslow, London, UK; evaluation version 2015.1). Positive
correlations were defined as very weak (0.00-0.19), weak (0.20—
0.39), moderate (0.4-0.59), strong (0.60-0.79) or very strong
(0.80-0.99), with a P significance of <0.05.

RESULTS

Microbial Load and Bacterial Isolation

The microbial load (aerobic mesophiles) of the different seafood
samples is shown in Table 1. Most samples had viable cell counts
comprised between 4 and 7 log CFU/g. Lowest viable counts
were reported for blue shark, and highest counts were found in
refrigerated raw salmon slices packed in trays.

After viable cell counting, bacterial colonies grown on saline
TSA from highest dilutions were repurified by streaking on
TSA without added salt. This was done so in order to avoid
possible interference of added salt in growth media with
antimicrobial resistance tests. A total of 87 bacterial colonies
isolated at random were selected, representing the different
seafood products sampled (Table 1). Eighty two of them were
Gram-negatives (including mainly bacilli), while the remaining
five were Gram-positive (including four cocci and one rod).

Antimicrobial Resistance

The 87 isolates were tested for sensitivity to antibiotics, biocides
and other antimicrobials (cavacrol, thymol, sodium lactate,
trisodium phosphate, lysozyme, and different lysozyme-EDTA
combinations; Table 1). The incidence of resistance to f-lactam
antibiotics was highest for AMP (57.47% of isolates), followed by
CTX (27.59%), IMP (14.94%), and CAZ (11.49%). Resistance to
protein synthesis inhibitors was detected mostly for CM (33.33%)
and S (20.69%), while resistance to TE (2.30%) and NET (2.30%)
was low. Remarkably, a 35.63% of isolates were resistant to NA,
but only 2.30% were resistant to CIP. A 27.58% of isolates were
resistant to TM/STX. A 39.08% of isolates were resistant to three

or more antibiotics, and 18.40% were resistant to five or more.
Two isolates were resistant to 10 out of the 11 antibiotics tested.

Bacterial isolates were tested for biocide tolerance in two
groups (Gram-positives, and Gram-negatives) since Gram-
negative bacteria in general have greater tolerance to biocides
because of the outer membrane permeability barrier. Only
low percentages of the Gram negative isolates showed high
tolerance levels to the biocides BC (5.75%; MIC > 250 mg/l),
CT (5.75%; MIC > 25 mg/l), HDP (6.90%; MIC > 250 mg/l),
PHMG (6.90%; MIC > 100 mg/1), and OX (4.60%; MIC > 250
pl/l) (Table 1). Higher percentages of biocide-tolerant isolates
were obtained for CHX (19.54%; MIC > 50 mg/l) and TC
(16.09%; MIC > 250 mg/l). Among the Gram positive isolates,
only one had a high MIC of 250 mg/l for BC. A total of
seven isolates showed high tolerance to three or more biocides
(Table 1).

Isolates showed large differences in sensitivities to carvacrol
and thymol (Table 1). Only two isolates had MICs higher than
0.25% for carvacrol, and 16.39% of isolates required 0.1% for
inhibition. By contrast, 43.68% of isolates were inhibited by very
low carvacrol concentration (0.01%). Regarding thymol, 26.44%
of isolates had a MIC of 0.25%, but none required concentrations
higher than this value for inhibition. There was also a high
percentage of isolates (55.17%) that were inhibited by a low
concentration of thymol (0.025%).

Most isolates were inhibited by sodium lactate at 3% (55.17%)
or 5% (35.63%), while the rest (9.20%) were inhibited at
1% (Table 1). However, isolates were more heterogeneous in
sensitivity to trisodium phosphate (TSP). About 80% of isolates
were inhibited at TSP concentrations in the range of 0.75-
1.5%, and only a small percentage (8.04%) required a TSP
concentration of 3% for inhibition.

Most isolates (85.06%) were resistant to the highest
concentration of lysozyme tested (100 mg/l), and only a
low percentage (14.94%) were inhibited by a low lysozyme
concentration (2.5 mg/l; Table 1). When lysozyme was tested
in combination with EDTA at different proportions, all
combinations were effective against most isolates, except
for one isolate that only was inhibited by lysozyme-EDTA
combination C containing a higher proportion of lysozyme
to EDTA.

Correlations between Antimicrobial

Resistances

Of the 87 isolates, 66 (75.86%) were resistant to antibiotics
and/or tolerant to biocides. Comparing biocides and antibiotics,
of the 29 isolates tolerant to at least one biocide (33.33%), 27
(31.03%) were also resistant to at least one antibiotic (Table 1).
Six isolates (6.90%) were tolerant to at least three biocides and
at least three antibiotics. The correlations between the different
antimicrobials tested for the 87 bacterial isolates are shown in
Figure 1 and Table 2. Only the statistically significant (P < 0.05)
positive correlations that were moderate, strong or very strong
are described below. The statistically significant (P < 0.05) weak
correlations are also listed in Table 2, but are not described in the
text.
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FIGURE 1 | Biplot for biocide tolerance and antimicrobial resistance (scores) in
the 87 bacterial isolates (variables) from seafoods. Antimicrobials (A), red dots,
and isolates (B), blue dots are indicated. In (B), the letters indicate the
bacterial isolates with an outstanding high number of antimicrobial resistance
traits. BC, benzalkonium chloride; CT, cetrimide; HDP, hexadecylpyridinium
chloride; TC, triclosan; CF, hexachlorophene; PHMG, poly-(hexamethylen
guanidinium) hydrochloride; OX, P3 oxonia; AMP, ampicillin; CTX, cefotaxime;
CAZ, ceftazidime; IMP, imipenem; CM, chloramphenicol; S, streptomycin; TE,
tetracycline; NA, nalidixic acid; TM/STX, trimethoprim-sulfamethoxazole; CVC,
carvacrol; THY, thymol; SL, sodium lactate; TSP, trisodium phosphate.

The following pairs of biocides showed positive correlations
that were very strong (CT-HDP), strong (BC-CT, BC-HDP, and
HDP-TC) or moderate (BC-TC, BC-PHMG, CT-TC, CT-PHMG,
HDP-PHMG, TC-PHMG, and PHMG-OX).

For antibiotics, the following positive correlations were very
strong (CIP-NET), strong (CTX-CM) or moderate (AMP-CTX,

AMP-CM, AMP-TM/STX, CTX-NA, CAZ-CIP, CAZ-SM,
CAZ-NET, CIP-TE, NA-CM, and TE-NET).

For the rest of antimicrobials tested (CVC, THY, SL, TSP),
the only significant (P < 0.05) correlations detected were weak
(Table 2).

Interestingly, significant (P < 0.05) positive correlations were
also detected between antimicrobials belonging to the different
groups tested. For example, moderate positive correlations were
detected for the biocides CT, HDP, and TC with the antibiotic
CTX, and also for TC with CM and TM/STX and with the
phenolic compound THY (Table 2). A few antibiotics showed
moderate positive correlations with the rest of antimicrobials
tested, as in the case of AMP with SL and IMP with THY and
TSP.

From the preliminary general study, 30 isolates were selected
for further analysis regarding metal resistance, identification, and
study of the genetic determinants of resistance.

Identification of Selected Isolates

The 30 isolates selected for further study were identified
by 16s rDNA sequencing (Table 3). Most of them (96.66%)
were identified as Gram negative bacteria: Pseudomonas
brassicacearum (10.00%), Pseudomonas poae (16.67%), P. putida
(3.33%), Pseudomonas synxantha (26.67%), Pseudomonas spp.
(6.67%), Acinetobacter calcoaceticus (10.00%), Acinetobacter
oleivorans (3.33%), Aeromonas salmonicida (10.00%), Aeromonas
spp- (3.33%), Shewanella baltica (3.33%), and Proteus mirabilis
(3.33%). The only Gram positive isolate identified belonged to
Listeria innocua (3.33%).

Genetic Determinants of Biocide Tolerance

and Antibiotic Resistance

Results obtained on the genetic determinants of resistance for the
selected isolates are shown in Table 3. Twenty seven out of the 30
isolates tested positive for at least one of the genetic determinants
studied. The only QAC resistance determinant detected was
qacEAI. It was found in three isolates of A. calcoaceticus from
salmon and in one Proteus mirabilis isolate from blue shark.
The genetic determinant for sulfonamide resistance sull was
detected in 13 isolates, two of which also tested positive for sul2.
In addition, three A. calcoaceticus isolates positive for sull also
were positive for qacEAI. However, PCR experiments using a
qacEF primer and a sulR primer did not yield any amplification,
suggesting that both genetic determinants were not physically
close as in class I integrons.

Among the B-lactamase genes tested, blargm and blactx—m
were the most frequent. Of the five isolates positive for blaTgm,
three belonged to genus Acinetobacter isolated from salmon,
one to Aeromonas and one to Pseudmonas. Five isolates tested
positive for blacrx—m: Pseudomonas (3), Acinetobacter and
Proteus. The genetic determinant blapsg was detected in three
isolates, including two Pseudomonas and the L. innocua isolate
obtained from squid. Furthermore, blajvp and blanpyv—1 were
detected in one Pseudomonas isolate each, both from anchovies.
The remaining B-lactamase genes investigated were not detected.

The phenicol resistance determinant floR was detected in
five isolates (all of them belonging to genus Pseudomonas)
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TABLE 3 | Characterization of selected isolates.

TABLE 3 | Continued

Isolate Food source  Genetics CuSO4 ZnCly Isolate Food source  Genetics CuSO4 ZnCly
determinants of (MIC) (MIC) determinants of (MIC) (MIC)
resistance resistance

Pseudomonas Sardine sult, chrB 16 4 Aeromonas Mussel 12 8

brassicacearum 4Sd1 salmonicida Mj2

Pseudomonas Anchovy chrB 16 4 Aeromonas Shrimp 32 8

brassicacearum 4B1 salmonicida 124

Pseudomonas Anchovy 16 4 Aeromonas spp. Do11  Gilthead sull, blatgm, 24 4

brassicacearum 4B43 seabream blacTx_m

Pseudomonas poae B2  Anchovy sull, floR 20 16 Proteus mirabilis T215 Blue shark qacEAT, 32 16

Pseudomonas poae J7  Athlantic floR, pcoR, chrB 32 8 blactx—wm, aadA1

horse Listeria innocua 4C21 Squid blapsg 12 4
mackerel

Pseudomonas poae Sardine 36 16 MIC, minimum inhibitory concentration (in mM).

45d41

Pseudomonas poae Sardine blapgg, aadAT, 12 4

45d42 pcoR, chrB from different sources: anchovies, black mackerel and sea

Pseudomonas poae Squid blagrx-m, aadAT, 32 4 bass. By contrast, cmlA was not detected in any isolate. The

4052 PoOA/COPA aminoglycoside resistance determinant aadAl was detected in

Pseudomonas putida  Norway blatg, 32 16 six isolates, five of which belonged to genus Pseudomonas and

Cg22 lobster pCoA/COpA one to Proteus, while aac(6')-Ib was detected in five isolates

Peudomonas Athlantic Sult, blacTx—m % 16 (including three from genus Acinetobacter isolated from salmon,

synxantha J2 horse

mackerel one Shewanella and one Pseudomonas).
i YA '  Resistance to Copper and Zinc
mackerel A 26.60% of the 30 isolates tested were able to grow in the

Pseudomonas Mackerel aac(6')-1b, 36 16 presence of 24 mM CuSOy, and still 23.30% were able to grow

synxantha Cb27 pCoA/copA at 32 mM of the copper salt (Table 3). Regarding zinc tolerance,

Pseudomonas Sea bass aadAl, 20 8 a 46.60% of the isolates were able to grow in the presence of 8

synxantha Lbi15 PpcoA/copA mM ZnCl,. However, all isolates tested were inhibited by 16 mM

Pseudomonas Sea bass PCOA/COPA 24 8 ZIlClz.

synxantha Lbi16 Study of the genetic determinants for metal resistance

Pseudomonas Sea bass sult, sui2, flo, 24 16 (Table 3) yielded positive results for the plasmid-borne

synxantha Lbi25 aadAT, . .

PCOA/CODA multicopper oxidase gene pcoA/copA (36.66% of selected

Pseudomonas Squid sult, blapsg, 36 16 isolates) and the DNA binding repressor protein gene pcoR

synxantha 4C32 blacTy_w, (6.66%), and for the zinc-chromate resistance gene chrB
pcoA/copA (13.33%). The remaining metal resistance genes investigated

Pseudomonas Anchovy blanpi—1, 36 16 were not detected.

synxantha 4B31 PCOA/COPA

Pseudomonas spp. B7  Ancho sult, sul2, floR, 36 8

& o s DISCUSSION
PCOA/COPA

Pseudomonas spp. Mackerel pCOA/COpA 36 16 In the present study, biocide tolerance and antibiotic resistance

Cb212 were detected among bacteria isolated from seafoods. Biocides

Shewanella baltica Sardine sult, aac(6))-Ib 16 4 are used for many different purposes, including health care

45d53 products and in disinfection processes in the food industry. For

Acinetobacter Salmon qacEAT, sull, 32 16 example, benzalkonium chloride is used for water treatment,

calcoaceticus S14 blatew, aac(6’)-Ib general site disinfection, fish parasite removal, and prevention

Acinetobacter Salmon qacEAT, sull, 32 16 of infectious disease in fish and shellfish. As a result, large

calcoaceticus S22 blatew, aac(6)-Ib amounts of biocides arrive to waters. The impact of triclosan

Acingtobacter Saimon qacEAT, sult, 82 16 on aquatic bacterial communities has been described (Dann and

cal‘coacet/cus 25 aac(6)-Ib Hontela, 2011; McNamara et al., 2014). Previous contact with

?g\;if;:icﬁrzs Prawn blarem, blacnem - 24 4 biocides as well as natural background resistance could explain

the biocide tolerances observed in the present study. It is also

Aeromonas Mackerel sult, blatgm 20 8 . . .

salmonicida Cb22 worth noting that there were positive correlations not only for

tolerance to biocides of the same chemical group but also between
(Continued) ~ biocides from different groups. However, there were differences
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between polyguanides, since poly-(hexamethylen guanidinium)
hydrochloride showed positive correlation with several other
biocides while chlorhexidine did not. These results could be
explained by differences in chemical formula, mechanisms of
adaptation (including intrinsic resistance), and also by the
development of specific mechanisms of tolerance upon exposure
to multiple biocides.

A relatively high percentage of isolates were resistant to at least
one biocide and at least one antibiotic, and there were significant
(P < 0.05) positive correlations between biocide tolerance
and antibiotic resistance. These results reinforce the general
concern that the use of biocides may co-select for antibiotic
resistance (SCENIHR, 2009; Ortega-Morente et al., 2013; Wales
and Davies, 2015). Cross-resistance between antibiotics and
biocides and between different biocides has been reported for
different bacteria, like for example Pseudomonas aeruginosa
(Lambert et al., 2001; Lavilla Lerma et al., 2015). Furthermore,
previous studies have shown that adaptation to biocides by
repeated exposure results in an increased resistance to antibiotics
(Gadea et al., 2016, 2017a). It is worth noting that there were
also some positive correlations between tolerance/resistance to
biocides, antibiotics, and other antimicrobials. For example,
the phenolic biocide triclosan showed positive correlation with
a lower sensitivity to the phenolic compound thymol (but
not with carvacrol), and the antibiotic ampicillin also showed
positive correlation with thymol. Previous studies have shown
that exposure to plant essential oils (which are rich in phenolic
compounds) such as pine oil resulted in the selection of mutants
with deregulated mar operon that had decreased susceptibility
to a range of antimicrobial compounds (including antibiotics
and biocides) as a consequence of reduced cell permeability
and increased efflux pump activity (Moken et al., 1997; Ortega-
Morente et al., 2013). It is worth mentioning that the chemical
preservatives sodium lactate and trisodium phosphate only
showed moderate positive correlations with the antibiotics
ampicillin and imipenem, but not with biocides. A recent
study indicated that bacteria adapted to quaternary ammonium
compounds under laboratory conditions showed a generalized
increased tolerance to preservatives (such as 4-hydroxybenzoic
acid, thyme, and clove oil, sodium, and potassium nitrates,
potassium sorbate), while the opposite was observed in the case
of triclosan (Gadea et al., 2017b).

Sulfonamides potentiated with trimethoprim or ormethoprim
and florfenicol are some of the antibiotics commonly used in
aquaculture (Herndndez Serrano, 2005). In the present study,
the sulfonamide resistance sull gene was the genetic determinant
detected most frequently. Sulfonamide resistance is most often
linked to Class I integrons. These mobile genetic elements tend to
accumulate different antibiotic resistance genes and also biocide
tolerance genes like gacEA1. However, qacEA] was detected
in combination with sull only in the A. calcoaceticus isolates,
and PCR amplification with a forward primer for gacEAI and
a reverse primer for sull did not suggest a close physical
location of the two genes unless they were in opposite direction.
Class 1 resistance integrons are located on mobile elements like
transposons and plasmids and are widely distributed among
clinical strains and also in environmental isolates, and play an

important role as reservoirs of antimicrobial resistance genes
(CAbée-Lund and Sgrum, 2001; Stokes and Gillings, 2011;
Koczura et al,, 2013, 2014). Remarkably, one study carried out
at aquaculture facilities in the northern Baltic Sea (Finland)
reported that antibiotic resistance genes for sulfonamides (sull
and sul2) and trimethoprim (dfrAI) and an integrase gene
for a class 1 integron (intIl) persisted in sediments below
fish farms at very low antibiotic concentrations during a 6-
year observation period (Muziasari et al., 2014). Presumably,
antimicrobial resistance genes could spread in marine sediments
to other bacteria that colonize non-aquaculture fish and from
these to seafood processing environments. This could explain
the finding of sull in bacteria isolated in the present study from
fish like sardines, anchovies, Athlantic horse mackerel, sea bass,
gilthead seabream, and salmon, or from squid. Furthermore, in
a number of cases, bacterial isolates carrying sull also tested
positive for the florfenicol resistance gene floR, which can also be
associated with Class 1 integrons (Toleman et al., 2007; Lin et al.,
2016).

Aquaculture heavily depends on the use of antibiotics
(Hernandez Serrano, 2005), and several studies have reported on
antimicrobial resistance in bacteria from aquaculture ecosystems
(e.g., Shah et al.,, 2014; Huang et al., 2015; Xiong et al., 2015;
Watts et al., 2017). Remarkably, one of the two isolates from the
present study with broadest spectra of antimicrobial resistance
(identified as A. oleivorans) was isolated from prawns grown
in aquaculture. The A. oleivorans strain from the present study
was resistant to 10 antimicrobials and tested positive for the
genetic determinants blargy and blactx—m. Since the prawns
were boiled and frozen and then sold unfrozen over the counter
on ice, there is a possibility that this strain arrived to the
food by cross contamination during handling. Boiled prawns
are ready to eat, therefore the bacteria with multiple antibiotic
resistance together with their antibiotic resistance genes could be
passed from prawns to humans. Acinetobacters are inhabitants
of soil and water in addition to being opportunistic pathogens
for humans, and the human-pathogenic strains are known to
exhibit both intrinsic and acquired resistance to a wide variety of
antimicrobials (Doughari et al., 2011). It is also worth noting that
the remaining acinetobacters detected in the present study (all of
them identified as A. oleivorans) were isolated from raw salmon
slices, also grown in aquaculture. They were resistant to a lower
number of antibiotics (4 and 6), but all of them tested positive
for the genetic determinants gacEA1, sull and aac(6')-1b, and
two also were positive for the extended-spectrum B-lactamase
gene blatpm. A. oleivorans was described as a diesel-oil and
n-hexadecane-degrading bacterium isolated from a rice paddy
(Kang et al., 2011). So far, antibiotic resistance of non-pathogenic
Acinetobacter species has been weakly explored, but results from
the present study suggest that they could be an important
reservoir of antimicrobial resistance traits.

A 14.94% of the 87 isolates from the present study
were resistant to imipenem. Carbapenems were the last f-
lactams retaining nearuniversal anti-Gram-negative activity,
but carbapenemase genes are spreading, conferring resistance
(Nordmann et al., 2011). Furthermore, among the metallo-B-
lactamases investigated in the present study, the imipenemase
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(IMP), and the New Delhi metallo-B-lactamase NDM-1 gene
were detected in two isolates, both belonging to Pseudomonas.
Several metallo-B-lactamases encoded by mobile DNA have
emerged in important Gram-negative pathogens (Cornaglia et al.,
2011). NDM has been reported mainly in Klebsiella pneumoniae
and E. coli, but it has also been found in a variety of other
members of the Enterobacteriaceae, including Acinetobacter spp.,
in Pseudomonas spp., and in Vibrio cholerae (Poirel et al., 2011;
Walsh et al., 2011; Mataseje et al., 2016). In Pseudomonas
aeruginosa, the chromosomal blanpm—; gene has been reported
to be located within a Class 1 integron bearing insertion sequence
(IS) common region 1 (ISCR1I) in a Tn402-like structure (Janvier
et al,, 2013; Jovcic et al,, 2013). Remarkably, the integron also
contained the QAC resistance determinant gqacEAI and the
sulfonamide resistance gene sull. A similar gene array has been
reported for the blanpm—1 regions from E. coli transferable
plasmid pNDM15-1078 (Mataseje et al., 2016). Furthermore,
blanpm—1 frequently appears in association with bleypr gene
that confers resistance to bleomycin, a glycopeptide antibiotic
that is naturally produced by Streptomyces verticillus. It is
possible that bleomycin-like molecules contribute to selective
pressure, leading to the further spread of NDM producers in the
environment (Mataseje et al., 2016).

All Aeromonas isolates from the present study were resistant
to chlorhexidine, ampicillin and imipenem. In addition two of
them tested positive for sull and blargy and one also was
positive for blactx—m. Aeromonas are widely distributed in
aquatic environments (Holmes et al., 1996). The genus includes
species pathogenic for fish (like A. salmonicida and others)
and humans. In one study on ampicillin-resistant isolates from
estuarine waters, Henriques et al. (2006) detected the presence of
the integrase gene (along with other genes associated with Class
I integrons) in Aeromonas strains. The authors also detected
the presence of B-lactamase genes blargwm, blasnv, blacpha,
and blapxa—p in Aeromonas strains. Remarkably, the blaoxa—3
detected in Aeromonas sp. and A. hydrophila was associated
with Class I integrons. Another study on Aeromonas isolated
from nine freshwater trout farms in Australia reported the
presence of sull together with other antibiotic resistance genes
typically associated with Class I integrons (Ndi and Barton,
2011). However, the B-lactamase genes investigated (blatgy and
blasyy) were not detected. Further studies should be carried out
in order to determine the possible association of the f-lactamase
genes detected in the Aeromonas isolates from present study with
Class I integrons.

In the present study, one isolate resistant to cefotaxime,
ceftazidime, streptomycin and nalidixic acid was identified as
Listeria innocua. This isolate tested positive for the p-lactamase
resistance gene blapsg. Previous studies have reported on
antimicrobial resistance in Listeria spp. isolated from raw fish
and open-air fish market environment (Jamali et al., 2015).
The authors reported a high resistance of L. monocytogenes to
tetracycline and penicillin G in agreement with other studies
(Rodas-Sudrez et al., 2006; Fallah et al., 2013). Another work
reported a high resistance level to ampicillin, cefotaxime (100%),
and penicillin (57%) in seafood isolates of L. monocytogenes
(Abdollahzadeh et al., 2016). We could speculate that the L.

innocua isolated in the present study from squid originated from
the seafood handling and processing environment. Although
this is a non-pathogenic species, the results would suggest that
different species of Listeria in seafood processing environments
can act as reservoirs for antimicrobial resistance traits.

Exposure to low concentrations of antibiotics, disinfectants,
chemical pollutants, and metals can act as a selective force leading
to resistance processes among indigenous bacterial populations
(Martinez, 2009). There is a concern that exposure to metals may
co-select for antibiotic resistance. In the present study, isolates
capable of growing at high concentrations of copper sulfate,
and zinc chloride included representatives of Pseudomonas,
Aeromonas, Acinetobacter, and Proteus. The observed metal
tolerance could be due to direct exposure to these metals
in the environment. Furthermore, the multicopper oxidase
gene pcoA/copA was detected in several Pseudomonas strains
that were also positive for different antibiotic resistance genes
(blactx—m, blatem, blapsg, blanpm—1, blaivp, aadAl, aac(6')-
Ib, sull, sul2, floR). The copper-inducible system copABCDRS
was first described within the plasmid pPT23D in P. syringae
(Cha and Cooksey, 1991) and is homologous to the pco
system found on the conjugative plasmid pRJ1004 from E.
coli. In addition to the plasmid-borne system, chromosomal
P-type ATPases are responsible for conferring tolerance to
metals like copper, zinc, cobalt, chromium, and cadmium
(Teitzel and Parsek, 2003). As indicated by Berendonk et al.
(2015), selective pressures present in natural environments
such as rivers and lakes as a result of human practices
are leading to the occurrence of an increasing number
of multi-drug resistant environmental Pseudomonas isolates
(Berendonk et al., 2015). Nevertheless, in the study of the
resistome of P. aeruginosa E67, an epiphytic isolate from a
metal-contaminated estuary, physical links between metal and
antibiotic resistance genes were not identified, suggesting a
predominance of cross-resistance associated with multidrug
efflux pumps (Teixeira et al.,, 2016). Bacterial multidrug efflux
pumps can accommodate a variety of antimicrobials, including
dyes, antibiotics, and biocides (Poole, 2007). Nevertheless, a
possible association of plasmidic pcoA/copA with antibiotic
resistance genes in Pseudomonas deserves to be further
investigated.

In conclusion results from the present study clearly indicate
that bacteria from seafoods carry resistance traits against diverse
antimicrobials. The possible role of these bacteria in spread of
antimicrobial resistance through the food chain deserves further
investigation. It is also important to find alternative ways to
manage antimicrobial resistance. Biological methods such as the
use of probiotics (Tan et al., 2016; Banerjee and Ray, 2017) or the
application of bacteriophages (Letchumanan et al., 2016; Torres-
Barceld et al,, 2016; Parmar et al., 2017) could be promising
alternatives to classical antimicrobials.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Tilapia farming is a promising growing sector in aquaculture. Yet, there are limited studies on microbiological
Tilapia risks associated to tilapia farms. The aim of the present study was to analyse the bacterial communities from
Aquaculture solid surfaces in contact with air in a tilapia farm in order to evaluate the presence of bacteria potentially toxino-

Bacterial diversity

genic or pathogenic to humans or animals. Samples from a local tilapia farm (tank wall, aerator, water outlets,
Microbiological risks

sink and floor) were analyzed by high throughput sequencing technology. Sequences were assigned to opera-
tional taxonomic units (OTUs). Proteobacteria was the main phylum represented in most samples (except for one).
Cyanobacteria were a relevant phylum in the inner wall from the fattening tank and the wet floor by the pre-fat-
tening tank. Bacteroidetes were the second phylum in relative abundance for samples from the larval rearing tank
and the pre-fattening tank and one sample from the fattening tank. Fusobacteria showed highest relative abun-
dances in samples from the larval rearing tank and pre-fattening tank. Other phyla (Verrucomicrobia, Actinobacte-
ria, Firmicutes, Planktomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Chlorobi, Gemmatiomonadetes or Fibrobacters) had lower
relative abundances. A large fraction of the reads (ranging from 43.67% to 72.25%) were assigned to uncultured
bacteria. Genus Acinetobacter (mainly A. calcoaceticus/baumanni) was the predominant OTU in the aerator of the
fattening tank and also in the nearby sink on the floor. The genera Cetobacterium and Bacteroides showed high-
est relative abundances in the samples from the larval rearing tank and the pre-fattening tank. Genera includ-
ing fish pathogens (Fusobacterium, Aeromonas) were only detected at low relative abundances. Potential human
pathogens other than Acinetobacter were either not detected or had very low relative abundances (< 0.01%).
The results of the study suggest that the main risk factors to be monitored in tilapia farm are putative human
pathogenic Acinetobacter and potential cyanotoxin-producing cyanobacteria.

control measures intended to decrease the spread of possible pathogenic

1. Introduction

Tilapia is an aquaculture food commodity of economic and global
importance (Rafael, 2008). In 2014, the world aquacultue production
of tilapia and other cichilids amounted 5308020 t (FAO, 2014). In
Spain, tilapia farming is still very limited, but the sector is expected
to rise in the near future (FAO, 2017). Tilapia farming generates and
anthropogenic environment where different microbial communities de-
velop. Deciphering the composition of bacterial communities in aqua-
culture ecosystems can be relevant for safety assessment of the food,
evaluation of the risk of exposure to human pathogens, and adopting

* This work was supported by the University of Jaén (Research Structure AGR230).

bacteria.

One study on bacteria associated with tilapia farming (pond wa-
ter, pond sediment, fish gill and intestine) based on culture-depen-
dent methods (Pakingking et al., 2015) revealed that Aeromonas hy-
drophila, Bacillus spp., Plesiomonas shigelloides, Shewanella putrefaciens,
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus spp. and Vibrio cholerae were the
dominant bacteria identified in the gills and intestine of tilapia. These
bacteria also dominated in the pond sediment and rearing water, ex-
cept for the nil isolation of S. putrefaciens and V. cholerae in the wa-
ter samples examined, indicating that resident bacteria in the pond wa-
ter and sediment congruently typify the composition of bacterial micro-
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biota in the gills and intestine of tilapia which under stressful condi-
tions may propel the ascendance of disease epizootics (Pakingking et al.,
2015).

Studies based on high-throughput sequencing (HTS) technologies are
providing new insight into the microbiota from different environments,
including fish and fish farms. By studying the bacterioplancton com-
munities of tilapia ponds, Fan et al. (2016) concluded that the domi-
nant phylum in all water samples were similar, and they included Pro-
teobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Planctomycetes
and Chlorobi, distributed in different proportions in the different months
and ponds. One study on the composition of water, feed and gut bac-
teria communities of Nile tilapia larvae revealed the presence of repre-
sentatives of Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fu-
sobacteria, Nitrospirae and Planktomycetes with different relative abun-
dances depending on the sampling environment investigated (Giatsis et
al., 2015). Another study analyzed the intestinal microbiota of tilapia
(Oreochromis niloticus) after the application of a multi-species probiotic.
Firmicutes were the dominant phyla in the control group, while reads for
Proteobacteria, Cyanobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria,
Nitrospirae, Spirochaetes and the phylum TM6 were detected at lower rel-
ative abundances (Standen et al., 2015).

While the microbiota of water, ponds and tilapia gut has been stud-
ied to a large extent, there are no previous studies on the bacterial com-
munities from wet surfaces in contact with air, where bacterial biofilms
can develop. Such environments could be a source for pathogenic or
toxinogenic bacteria. Biofilms are complex structures where bacteria
are embedded within a self-produced extracellular matrix (Costerton et
al., 1999; Donlan and Costerton, 2002). Biofilm formation confers an
increased tolerance to disinfection processes, facilitating persistence of
bacteria in the environment (Donlan and Costerton, 2002; Steenackers
et al., 2012). Biofilms can be important as reservoirs of bacteria that can
further colonize other environments such as the water, food, or animal
tissues. Since wet surfaces in contact with air may act as reservoirs of
unwanted bacteria that may be protected from disinfection in biofilms,
the aim of the present work was to provide insights on the bacterial
communities from different wet surfaces in contact with air in a tilapia
farm as possible sources of bacteria pathogenic to humans or fish, or rel-
evant for their toxin production capacity.

2. Materials and methods
2.1. Sample preparation

Samples were taken from a tilapia (Oreochromis niloticus) fish farm
in Andalucia in the month of April 2015. The tanks (larval rearing,
pre-fattening, fattening) had concrete walls. Water was recirculated and
held at a constant temperature of 29 °C. Samples (in triplicate) were
taken from wet surfaces in contact with air (Table 1) by rubbing the
surfaces (ca. 2 cm? each) with sterile swabs. Samples were kept on ice
for not longer than 24 h before analysis. The content of each swab was
recovered in 1 ml sterile saline solution inside a sterile Eppendorf test

Table 1

Environmental Research xxx (2017) xxx-xxx

tube by manual agitation. The process was repeated once with fresh
saline solution. The resulting suspensions were centrifuged (13.500xg,
5 min) and the sediments recovered for each sample in triplicate were
resuspended into 0.5 ml sterile solution and pooled as a single sample
for DNA extraction and further analysis.

2.2. DNA extraction, sequencing and analysis

DNA was extracted by using a GenElute™ Bacterial Genomic DNA
Kit (Sigma-Aldrich) following instructions provided by the manufac-
turer. DNA concentration and quality were measured with a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Scientific, United Kingdom).

The sequence of the V3-V4 region of 16 S rRNA gene was used as the
taxonomic basis to estimate bacterial populations present in the sam-
ples (Caporaso et al., 2011) using Illumina technology. Library prepa-
ration and sequencing was done at the facilities of Fundacién Parque
Cientifico de Madrid (Madrid, Spain). The quality of the DNA was deter-
mined by agarose gel electrophoresis. Accurate concentration of DNA in
the samples was determined using a fluorimetric method with Quant-IT
PicoGreen reagent (Thermo Fischer, Madrid, Spain) in a Quantifluor
ST fluorometer (Promega, Alcobendas, Madrid). The oligonucleotide
primers used for the first PCR reaction were 16 SV3-V4-CS1 ACACT-
GACGACATGGTTCTACACCTACGGGNGGCWGCAG  (forward) and
16SV3-V4-CS2 57 TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGAC-
TACHVGGGTATCTAATCC (reverse), where the underlined regions are
the CS1 and CS2 Fluidigm adapter nucleotide sequences, while the
non-underline sequences are locus-specific sequences targeting con-
served regions within the V3 and V4 domains of prokaryotic 16S rRNA
genes (Klindworth et al.,, 2013). Each PCR reaction contained DNA
template (~10-12 ng), 5 pl forward primer (1 pM), 5 pl reverse primer
(1 uM), 12.5 pl Q5® High-Fidelity 2X Master Mix (New England Bio-
labs, Ipswich, MA, USA), and PCR grade water to a final volume of
25 pl. PCR amplification was carried out as follows: 98 °C x 30 s, 20
cycles of 98 °C x 10's, 50 °C x 20's, 72 °C x 20 s, then 72 °C x 2 min
and held at 4 °C. PCR products were visualized using agarose gel elec-
trophoresis. Successful PCR products were cleaned using AMPure XP
magnetic bead based purification (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Af-
terwards, a second PCR was applied under the same primers and con-
ditions as above (except that only 8 cycles were completed) to add
the individual barcode to each of the samples, as well as to incorpo-
rate Illumina-specific sequences in the amplicon libraries. Individual li-
braries were analyzed using a Bioanalyzer 2100 (Agilent, Madrid) to
estimate the concentration of the specific PCR products and a pool
of samples was made in equimolar amounts. The pool was further
cleaned with AMPure XP magnetic beads, and the exact concentration
of the library was measured by real time PCR using Illumina specific
primers (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA). Paired-end sequenc-
ing of the library was performed on an Illumina MiSeq sequencer (San
Diego, CA, USA) using the MiSeq Reagent Kit (v3) with the longest
read length set to 2 x 300 base pairs (bp). After demultiplexing, paired
end reads were joined together with the fastq-join program (https://

Description of samples, number of sequences (reads) and observed diversity for 16 S rRNA amplicons analyzed in this study.

Sample name Origin No. of reads Shannon index Simpson index Chaol index
UJA-T3-1 Larval rearing tank aerator 73,925 3.62 0.94 473.50
UJA-T3-2 Larval rearing tank water outlet (to filter) 86,366 3.43 0.93 394.80
UJA-T3-3 Fattening tank inner wall 91,877 3.65 0.95 518.31
UJA-T3-4 Pre-fattening tank water outlet (to filter) 76,598 3.44 0.94 391.00
UJA-T3-5 Pre-fattening tank water overflow (to floor) 76,650 3.46 0.93 456.02
UJA-T3-6 Floor by pre-fattening tank 83,870 3.74 0.94 684.63
UJA-T3-7 Floor by pre-fattening tank 80,165 3.83 0.94 610.00
UJA-T3-8 Fattening tank inner wall 70,542 2.83 0.78 585.01
UJA-T3-9 Fattening tank aerator 76,011 3.13 0.89 397.91
UJA-T3-10 Floor drain by fattening tank and aerator 100,564 2.95 0.83 540.32
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expressionanalysis.github.io/ea-utils/). Only reads that that had qual-
ity value (QV) scores of > 20 for more than 99% of the sequence were
extracted for further analysis. All sequences with ambiguous base calls
were discarded. After filtering, sequence reads were assigned to oper-
ational taxonomic units (OTUs) based on sequence similarity for each
read to 16 S rRNA genes from the Era7 Bioinformatics DB7 database
which combines the major databases Silva, GreenGenes, RDP, Ena and
Refseq (Era7 Bioinformatics, Granada, Spain). Each read was assigned to
the taxon corresponding to the Best Blast Hit over a threshold of similar-
ity (e <1E-15). Cluster analysis was done with Statistica (V. 10.0. Stat-
soft, Palo Alto, CA). Biodiversity indexes were calculated with Microsoft
Excel programme.

3. Results
3.1. Bacterial communities from the tilapia farm samples

The numbers of assigned reads after filtering ranged from 70542 for
the fattening tank wall to 100564 for the floor drain (Table 1). Reads
were assigned to 29 phyla including 227 families and 965 genera in to-
tal. Biodiversity indexes (Table 1) indicated a high diversity for all sam-
ples, with marked differences between samples for Shannon’s diversity
index and Chao 1 index.

The relative abundances of the main phyla detected changed ac-
cording to the sample origin. Proteobacteria was the main phylum rep-
resented, with highest relative abundances exceeding 65% in samples
from the fattening tank aerator and the nearby floor drain (Fig. 1). This
phylum had lowest relative abundance (18.66%) in sample UJA-T3-8
from the fattening tank inner wall, where Cyanobacteria were the pre-
dominant group (55.28%). Cyanobacteria were also a relevant phylum
in samples from the wet floor by the pre-fattening tank (UJA-T3-6,
12.53%; UJA-T3-7, 19.13%) and less relevant in the fattening tank
aerator (UJA-T3-9, 8.12%) and sink (UJA-T3-10, 6.40%). Bacteroidetes
were the second phylum in relative abundance for many of the sam-
ples (ranging from 23.88% to 33.31% for samples from the larval rear-
ing tank and the pre-fattening tank and one sample from the fattening
tank). Fusobacteria showed highest relative abundances in samples from
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the larval rearing tank (UJA-T3-2, 18.39%) and pre-fattening tank
(UJA-T3-4, 17.88%; UJA-T3-5, 12.67%). Other phyla such as Verrucomi-
crobia, Actinobacteria, Firmicutes, Planktomycetes, Acidobacteria, Chlo-
roflexi, Chlorobi, Gemmatiomonadetes or Fibrobacteres had lower relative
abundances in general or only had a higher relative abundance in a lim-
ited number of samples.

A large fraction of the reads (ranging from 43.67% to 72.25%) were
assigned to uncultured bacteria (Fig. 2). Among them, uncultured Bac-
teroidetes and uncultured cyanobacteria showed highest relative abun-
dances. The first was detected in all samples at relative abundances
ranging from 2.85% (UJA-T3-9) to 16.65% (UJA-T3-5). Uncultured
cyanobacteria showed highest relative abundances in samples UJA-T3-6
(10.76%), UJA-T3-7 (15.15%), UJA-T3-8 (45.16%), UJA-T3-9 (6.98%)
and UJA-T3-10 (3.15%).

Genus Acinetobacter (mainly A. calcoaceticus/baumanni) was the pre-
dominant OTU in the aerator of the fattening tank (UJA-T3-9; 27.80%
relative abundance) and also in the nearby sink on the floor (UJA-T-10;
39.16%). Cetobacterium (mainly C. somerae) had high relative abun-
dances in samples from the water outlet of the larval rearing tank
(UJA-T3-2; 18.37%) and the pre-fattening tank water outlet (UJA-T3-4;
17.87%) and water overflow (UJA-T3-5; 12.66%). Genus Bacteroides
also showed highest relative abundances in the samples from the larval
rearing tank (UJA-T3-2; 7.81%) and the pre-fattening tank (UJA-T3-4,
5.66%; UJA-T3-5, 4.40%).

The following genera (Fig. 2) had relative abundances > 2.0% only
in a few samples (Pseudomonas, Flectobacillus, Plesiomonas, Mycobac-
terium) or only in one sample (Flavobacterium, Dyella, Sphingomonas,
Paenibacillus, Porphyromonas, Ideonella, Haliscomenobacter, Planktothrix,
Phormidium, Newskia, Silanimonas, Rhodanobacter).

Other genera (not listed in Fig. 2) had relative abundances com-
prised between 1% and 2% for at least one of the samples (Nordella,
Pseudoxanthomonas, Thermomonas, Lysobacter, Shewanella, Aeromonas,
Pedobacter, Undibacterium, Rubriviax, Nitrobacter, Actinomyces, Prosthe-
cobacter, Exiguobacterium, Chryseobacterium, Anabaena and Novosphingo-
bium).

With respect to specific fish pathogens, OTUs assigned to genus
Flavobacterium were detected in all samples, at relative abundances
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from 0.60% to 1.90% except for samples from sink on the floor
(UJA-T3-10; 6.13%). Nevertheless, the main species detected were F.
cucumis and F. indicum while the fish pathogen F. columnare was only
detected in two samples and only at relative abundances < 0.01%.
Aeromonas was also detected in all samples, at relative abundances <
1.7%, but the fish pathogen A. hydrophila had a highest relative abun-
dance of only 0.5% (UJA-T3-10), and A. salmonicida was not detected.
OTUs corresponding to other fish pathogens (Edwardsiella tarda, Fran-
cisella sp., P aeruginosa group, P. plecoglossicida Streptococcus iniae, Strep-
tococcus agalactiae, Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi or Photobacterium
sp.) were not detected or had very low relative abundances (< 0.01%).

OTUs corresponding to genera Escherichia, Salmonella and Listeria
had relative abundances below 0.01%. Furthermore, most of the reads
assigned to genus Listeria belonged to Listeria welshimeri, and none was
assigned to Listeria monocytogenes. Salmonella enterica accumulated less
than 10 counts, and Escherichia coli was not detected. OTUs assigned to
genus Legionella showed highest relative abundances in samples UJA-T3
(0.19%) and UJA-T7 (0.15%). However, the numbers of reads assigned
to Legionella pneumophila were < 20.

Cluster analysis (Fig. 2) revealed that samples UJA-T3-1 to UJA-T3-7
formed a major cluster clearly separated from the rest of the samples.
Within this cluster, highest similarities were observed between sam-
ples UJA-T3-6 and UJA-T3-7 (with uncultured cyanobacteria and uncul-
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tured gammaproteobacteria as most abundant OTUs) as well as between
samples UJA-T3-2 and UJA-T3-4 (sharing high relative abundances of
Cetobacterium and Bacteroidetes). Furthermore, samples from the fatten-
ing tank aerator and the nearby sink on the floor also had similar com-
positions whose main feature was the high relative abundance of Acine-
tobacter-assigned OTUs.

4. Discussion

Fish farming may generate environments where toxinogenic or path-
ogenic bacteria may proliferate. Wet surfaces in contact with air de-
serve special attention, because they can behave as bacterial reser-
voirs and facilitate the spread of microorganisms. Results from the pre-
sent study revealed that Acinetobacter-affiliated OTUs (mainily A. cal-
coaceticus/baumanni) were dominant in at least two samples from the
tilapia farm (the aerator by the fattening tank and the close sink on
the floor). The majority of Acinetobacter species are nonpathogenic, en-
vironmental microorganisms, however those species adapted to clini-
cal environments are now causing serious health problems in the noso-
comial environment (Wong et al., 2017). Particularly, Acinetobacter
baumannii has been listed as one of the most important nosocomial
pathogens (Joly-Guillouet al, 2005; Peleg et al., 2008; Antunes et al.,
2014). This bacterium attaches to and forms biofilm structures on abi-
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otic surfaces, and particularly at the liquid-air interfaces (Tomaras et
al., 2003). Liquid-air interfaces are important for dissemination of bac-
teria through aerosols. In view of the obtained results, further stud-
ies should be carried out in order to evaluate the presence of Acine-
tobacter in aerosols and the possible risks of exposure for workers in
the tilapia farms. Another reason to consider acinetobacters as bacteria
of concern in the seafood industry is that environmental isolates may
carry antimicrobial resistance traits. Yoon et al. (2014) showed that the
amikacin resistance gene aphA6 coding for an enzyme that confers re-
sistance to amikacin, the most active aminoglycoside for the treatment
of nosocomial infections due to Acinetobacter spp. originated from the
environmental species Acinetobacter guillouiae. A recent study from our
group reported that Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter oleivo-
rans strains isolated from salmon slices and prawns sold at supermarkets
were multiply resistant to antibiotics (Romero et al., 2017). Further-
more, the A. calcoaceticus isolates carried the quaternary compounds re-
sistance gene qacEA1 and the sulphonamide resistance gene sull. There-
fore, antibiotic resistance in Acinetobacter from fish farming deserves to
be investigated.

Regarding other potential human pathogenic bacteria, OTUs as-
signed to genus Legionella were comprised between 0.15% and 0.19%
in two samples, but the numbers of reads assigned to L. pneumophila
were too low to reach a conclusion about the risk of exposure to this
bacterium. A recent study (Pereira et al., 2017) reported that the mini-
mum concentration of L. pneumophila detected with Illumina MiSeq us-
ing universal primers for Bacteria was 10? genome copies per assay,
and that this method underestimated the load of Legionella in water
samples. Therefore, more specific methods should be used in order to
evaluate the real concentrations of pathogenic legionellae in the tilapia
farm. Other human pathogenic bacteria did not represent a relevant
fraction of the microbial community in the studied samples. Therefore,
they do not seem to represent a risk for humans through food conta-
mination. Similarly, the main pathogenic bacteria described for tilapia
(Newaj-Fyzul et al., 2008; Pech et al., 2017) also had very low relative
abundances or were not detected, suggesting that the studied environ-
ments are not relevant reservoirs of fish pathogens.

In the present study, the predominant OTUs from the larval rearing
tank and pre-fattening tank samples belonged to Cetobacterium (mainly
C. somerae), presumably originated from the fish feces. C. somerae is as
vancomycin-resistant, microaerotolerant anaerobe that produces acetate
as main metabolic end-product (Finegold et al., 2003). C. somerae was
first isolated from stools of children with late-onset autism undergoing
treatment with vancomycin and also from the feces of a 47-month old
male child during the first course of oral treatment with vancomycin
(Finegold et al., 2003). However, it has not yet been clarified whether
C. somerae is indigenous to the intestinal tract and feces of human chil-
dren, particularly patients being treated with vancomycin (Finegold et
al., 2003; Tsuchiya et al., 2008). Its vancomycin resistance seems to be
intrinsic, and no mobile genetic elements associated with this trait have
been described to date in the bacterium. C. somerae has also been iso-
lated as a vitamin B,, producing bacterium from the intestine of fresh-
water fish such as common carp (Cyprinus carpio), Nile tilapia (Ore-
ochromis niloticus) and ayu (Plecoglossus altivelis) (Tsuchiya et al., 2008).
One study carried out by high-throughput sequencing reported that
Ceobacterium was part of the microbiota of freshwater fish, mainly from
carnivorous, omnivorous and filter-feeding species (Liu et al., 2016).
The fact that other bacteria also described as relevant in tilapia feces
were not detected in the present study, or had a very low relative abun-
dance would suggest a low capacity for binding to and surviving on wet
surface-air interfaces. There are no previous studies on the biofilm-form-
ing capacity of Cetobacterium, but this train may be important for sur-
vival of the bacterium in microaerophylic environments outside of the
host.

In the present study, uncultured cyanobacteria were the predomi-
nant group in one sample from the tank wall (where a green patch of
biomass could be seen by the naked eye) and also had high relative
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abundances in samples from the floor by the fattening tank and in the
fattening tank aerator. Cyanobacteria have been detected in the bacteri-
oplancton communities of tilapia ponds (Fan et al., 2016) and also from
the intestinal microbiota of tilapia (Standen et al., 2015). Cyanobacteria
may produce an array of cyanotoxins (reviewed by Buratti et al., 2017).
Ingestion of cyanotoxins may cause severe poisoning of humans, ani-
mals and livestock (Buratti et al., 2017). High concentrations of cyan-
otoxins in freshwater primarily result from surface scum formation.
However, cyanotoxins may accumulate in fish via direct feeding on phy-
toplankton, through uptake of dissolved toxins after lysis of blooms via
epithelial absorption, or from exposure through the food web (Galvao et
al., 2009). Accumulation of cyanotoxins by freshwater tilapia has been
reported in previous studies (Deblois et al., 2008; Galvio et al., 2009).
The potential for production of cyanotoxins among cyanobacteria from
the present study is difficult to evaluate, since most of the OTUs be-
longed to uncultured cyanobacteria and the OTUs from toxic cyanobac-
teria detected (Planktothrix, Phormidium, Aphanizomenon and Anabaena)
had low relative abundances (from 1.05% to 2.60% in some samples).
Repeated/chronic exposure to low cyanotoxin levels remains a criti-
cal issue (Buratti et al., 2017). Considering that cyanobacteria are pre-
sent in tilapia farms and taking into account that tilapia can accumu-
late cyanotoxins, periodic inspection of cyanotoxins in tilapia for human
consumption is recommended as a safety measure.

5. Conclusions

Results from the study suggest that Acinetobacter and cyanobacteria
are the main bacterial groups that may potentially pose health risks to
humans in the tilapia farm. Monitoring of cyanotoxin production and a
more detailed study of the virulence potential of acinetobacters (viru-
lence factors, antibiotic resistance) is recommended for further studies,
as well as more detailed studies on the possible seasonal variations of
prevalence of these bacterial groups in tilapia farms.
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Los resultados de esta tesis muestran la presencia de bacterias resistentes a biocidas en
las diferentes muestras de pescado ensayadas. EI 64% de las cepas aisladas en el estudio
preliminar para buscar cepas resistentes a biocidas eran bacterias Gram-negativas.
Segun estudios anteriores, las bacterias Gram-negativas son generalmente mas
tolerantes que las bacterias Gram-positivas a los agentes antibacterianos (Russell and
Gould, 1988; Russell and Chopra, 1990), datos que concuerdan con nuestros resultados
donde la mayor resistencia a biocidas se produjo en las bacterias Gram-negativas. La
membrana externa de las bacterias Gram-negativas actla como una barrera responsable
de la resistencia intrinseca de estos microorganismos para muchos compuestos
antimicrobianos (Nikaido y Vaara, 1985; Gilbert et al., 1990). Tal resistencia mediada
por una baja permeabilidad depende en gran medida no sélo del agente en cuestion, sino
también del tipo de microorganismo. La membrana externa de los miembros de la
familia Enterobacteriaceae (y otras bacterias Gram-negativas, en particular
Pseudomonas aeruginosa) actua como una barrera que limita o impide la entrada de

muchos agentes antibacterianos (Nikaido y Vaara, 1985; Gilbert et al., 1990).

En los resultados obtenidos en el estudio preliminar, un 8,20%, de las cepas
aisladas eran resistentes a la concentracion de 0,25% de triclosan (TRI). Cuando se
amplio el estudio, se encontré que hasta un 16% de los aislados Gram-negativos eran
resistentes a este biocida. El triclosan (5-cloro-2- (2,4-diclorofenoxi) fenol) es una
biocida ampliamente utilizado en jabones de tocador, pasta de dientes, jabones liquidos,
plasticos de uso doméstico, desodorantes, telas, champds, una gran variedad de
productos de cuidado personal y productos comerciales para limpieza de superficies, asi
como incorporado en materiales como tablas de cortar, o0 embalajes. Tiene un amplio
espectro frente a muchos microorganismos, incluyendo bacterias Gram-positivas y
bacterias Gram-negativas, micobacterias y algunos hongos (Seleh et al., 2010). Las
bacterias resistentes a triclosan son abundantes en la naturaleza, y existen muchos
mecanismos de resistencia conocidos (Yazdankhah et al., 2006, McMurry et al., 1999,
Russell, 2004; McMurry et al.,, 1998). Recientemente se han descrito genes de
resistencia en Escherichia coli (Yu et al., 2010). P. aeruginosa (Chuanchuen et al.,

2001), Salmonella enterica serovar typhimurium (Bailey et al., 2008), Staphylococcus
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aureus (Sorum et al., 2003), Mycobacterium smegmatis (McMurry et al., 1999), o
Acinetobacter baumannii (Chen et al., 2009).

Aparte del triclosan, en el estudio preliminar se detectd también un bajo
porcentaje de cepas con altos niveles de resistencia a oxonia, cloruro de benzalconio y
hexadecilpiridinio. Atendiendo a la literatura cientifica, dentro de las bacterias Gram-
negativas que son particularmente resistentes a varios biocidas destacan P. aeruginosa,
P. cepacia, Proteus spp. y Providencia stuartii (Russell y Gould, 1988). P. aeruginosa
tolera altos niveles de derivados del amonio cuaternario y es también menos susceptible
que otros muchos tipos de bacterias Gram-negativas a diacetato de clorhexidina. Aparte
de en los alimentos, otros estudios han detectado la presencia de cepas de Listeria
monocytogenes y E. coli resistentes al uso prolongado de derivados de amonio
cuaternario en una planta de procesamiento de pescado noruego (Holah et al., 2002). En
los mataderos de cabra y cordero, se han detectado también especies de Pseudomonas
resistentes a antibioticos y biocidas, aisladas de todas las superficies de produccion de la
cadena de la carne asi como en los productos carnicos (Lavilla et al., 2013).

En la industria alimentaria moderna, la escala de la produccion de alimentos
aliada a las demandas de los consumidores de alimentos sanos, nutritivos, vy
minimamente procesados carentes de aditivos, tales como conservantes quimicos y
otros agentes antimicrobianos, ha tenido un impacto importante en el ndmero de
biocidas utilizados en este entorno. En un intento de mejorar las medidas de higiene y
garantizar la seguridad alimentaria, la industria alimentaria ha aumentado la utilizacién
de biocidas y desinfectantes basados en productos quimicos para el control de la
microbiota presente en el entorno de produccion (Langsrud et al., 2003),
incrementandose la tolerancia bacteriana a la mayoria de los agentes. Una exposicion
mayor a los biocidas puede dar lugar a bacterias resistentes que pueden ser transmitidas
por los alimentos, lo que puede tener implicaciones importantes para la salud publica.
Esta caracteristica, sin duda, pone en peligro el papel de los desinfectantes como un
medio eficaz para controlar microorganismos. La tolerancia adquirida a estos agentes
podria facilitar la supervivencia de microorganismos patdgenos y contribuir a la

aparicion de cepas resistentes.
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Los datos obtenidos en este estudio indican la presencia de cepas resistentes a
algunos de los biocidas utilizados en la industria alimentaria, siendo mayor en los
pescados en rodajas y en trozos como salmoén, merluza y tintorera, donde el contacto
con superficies y la manipulacion son mayores. Debido a que no existen muchos datos
sobre la resistencia de antimicrobianos en cepas procedentes de pescado, seria
conveniente profundizar en este tipo de estudios, con el fin de poder conocer mejor los
riesgos de seleccidn de cepas resistentes y adoptar medidas de higiene que permitan
producir alimentos de mayor calidad y seguridad alimentaria, asi como aumentar la vida

atil de productos altamente perecederos como el pescado.

Una vez evaluados los resultados preliminares expuestos anteriormente, se ha
profundizado en el estudio ampliando la coleccion de cepas y determinando la
tolerancia a biocidas y la resistencia a antibioticos en la coleccion final de aislados de
pescado. Los biocidas se utilizan para muchos propdésitos diferentes, incluyendo
productos para el cuidado de la salud y procesos de desinfeccion en la industria
alimentaria. Por ejemplo, el cloruro de benzalconio se utiliza para desinfeccion,
tratamiento del agua, eliminacion de paréasitos en peces y prevencion de enfermedades
infecciosas tanto en peces como en marisco. Como resultado, grandes cantidades de
biocidas llegan a las aguas. Se ha descrito el impacto del triclosan sobre las
comunidades de bacterias acuaticas (Dann y Hontela, 2011; McNamara et al., 2014). El
contacto previo con biocidas, asi como la resistencia natural adquirida, podria explicar
las tolerancias a biocidas observadas en las cepas bacterianas analizadas en el presente
estudio. También vale la pena sefialar que hubo correlaciones positivas no solo para la
tolerancia a los biocidas del mismo grupo quimico, sino también entre biocidas de
diferentes grupos. Sin embargo, hubo diferencias entre las poliguaninas, ya que el
hidrocloruro (hexametilén guanidinio) mostr6 una correlacion positiva con varios
biocidas, mientras que no fue asi en la clorhexidina. Estos resultados podrian explicarse
por las diferencias existentes en la formula quimica, los mecanismos de adaptacion
(incluida la resistencia intrinseca) y también por el desarrollo de mecanismos
especificos de tolerancia tras la exposicion a maltiples biocidas. Un porcentaje
relativamente alto de aislamientos fueron resistentes al menos a un biocida y al menos a
un antibiotico y hubo correlaciones significativas (P <0,05) positivas entre la tolerancia
a los biocidas y la resistencia a los antibidticos. Estos resultados refuerzan la

preocupacion general de que el uso de biocidas pueda co-seleccionar para la resistencia
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a los antibidticos (SCENIHR, 2009; Ortega-Morente et al., 2013; Wales y Davies,
2015). Se ha descrito resistencia cruzada entre antibidticos y biocidas y también entre
diferentes biocidas para diferentes bacterias, como por ejemplo P. aeruginosa (Lambert
et al., 2001; Lavilla Lerma et al., 2015). Ademas, estudios previos han demostrado que
la adaptacion a biocidas por exposicion repetida da como resultado una mayor
resistencia a los antibidticos (Gadea et al., 2016, 2017a).

Cabe sefialar también, que hubo algunas correlaciones positivas entre
tolerancia/resistencia a biocidas, antibioticos y a otros antimicrobianos. Por ejemplo,
frente al triclosan se observé una correlacion positiva con menor sensibilidad que al
timol (pero no fue asi con el carvacrol), y el antibiético ampicilina también mostro
correlacion positiva con el timol. Estudios anteriores han demostrado que la exposicion
a aceites esenciales de plantas (que son ricos en compuestos fendlicos), tales como
aceite de pino provocaba la seleccion de mutantes para el operon mar disminuyendo la
susceptibilidad a una gama de compuestos antimicrobianos (incluyendo antibidticos y
biocidas) como consecuencia de la reduccion de la permeabilidad de las células y el
aumento de la actividad de la bomba de exporte (Moken et al., 1997; Ortega-Morente et
al., 2013). Cabe destacar que los conservantes quimicos como el lactato sddico y fosfato
trisddico empleados en este estudio s6lo mostraron correlaciones positivas moderadas
con los antibioticos como la ampicilina e imipenem, pero no con biocidas. Un estudio
reciente indicd que las bacterias adaptadas a los compuestos de amonio cuaternario
como el triclosan en condiciones de laboratorio mostraban de forma generalizada una
tolerancia aumentada a los conservantes (como el acido 4-hidroxibenzoico, el tomillo y
el aceite de clavo, los nitratos de sodio y de potasio y el sorbato de potasio) (Gadea et
al., 2017b).

Las sulfonamidas potenciadas con trimetoprim o ormetoprima y el florfenicol
son algunos de los antibidticos utilizados comunmente en la acuicultura (Hernandez
Serrano, 2005). En el presente estudio, el gen sull de resistencia a las sulfonamidas fue
el determinante genético detectado con mayor frecuencia. La resistencia a la
sulfonamida esta ligada a los integrones de Clase I. Estos elementos genéticos moviles
tienden a acumular diferentes genes de resistencia a los antibi6ticos y también genes de
tolerancia a los biocidas como qacEAl. Sin embargo, gacEAl se detectd en

combinacién con sull s6lo en los aislados de A. calcoaceticus, y la ausencia de

114



amplificacion por PCR al emplear un cebador directo para gacEAL y un cebador inverso
para sull no sugieren una ubicacion fisica cercana de los dos genes a menos que
estuvieran en direccidon opuesta. Los integrones de resistencia de clase | estan situados
en elementos mdviles como transposones y plasmidos y se distribuyen ampliamente
entre cepas clinicas y también en aislados del medio ambiente, jugando un papel
importante como reservorio de genes de resistencia a antimicrobianos (L'Abée-Lund y
Sgrum, 2001; Stokes y Gillings, 2011; Koczura et al., 2013, 2014). Un estudio realizado
en instalaciones de acuicultura en el norte del Mar Baltico (Finlandia) detecté que los
genes de resistencia a los antibidticos para sulfonamidas (sull y sul2) y trimetoprim
(dfrAl) y un gen para la integrasa de clase 1 (intll) persistian en sedimentos de las
granjas de peces a concentraciones antibidticas muy bajas durante un periodo de
observacion de 6 afios (Muziasari et al.,, 2014). Presumiblemente, los genes de
resistencia a los antimicrobianos podrian propagarse a otras bacterias en sedimentos
marinos colonizando peces que no son de acuicultura y de éstos a ambientes de
procesado de pescados. Esto podria explicar el hallazgo de sull en bacterias aisladas en
el presente estudio a partir de peces como sardinas, anchoas, jurel, lubina, dorada,
salmon y calamar. Ademas, en un numero de casos, los aislamientos bacterianos que
llevaban sull también resultaron positivos para el gen de resistencia al florfenicol floR,
que también puede estar asociado con integrones de Clase | (Toleman et al., 2007; Lin
et al., 2016).

La acuicultura depende en gran medida del uso de antibidticos (Hernandez
Serrano, 2005), y varios estudios han informado sobre la resistencia a los
antimicrobianos en bacterias de los ecosistemas acuicolas (Shah et al., 2014; Huang et
al., 2015; Xiong et al., 2015; Watts et al., 2017). Uno de los aislados procedente de
gambas cultivadas en acuicultura, identificado como Acinetobacter oleivorans, mostro
un espectro de resistencias mas amplio que el resto. Fue resistente a 10 antimicrobianos
y resultd positivo para los determinantes genéticos blargm y blactx-m. Dado que las
gambas fueron hervidas y congeladas y luego se vendieron sin congelar sobre el
mostrador en hielo, existe la posibilidad de que esta cepa llegase a la comida por
contaminacién cruzada durante el manejo. Las gambas hervidas son un alimento listo
para comer, por lo tanto, las bacterias con multiples resistencias a los antibiéticos junto
con sus genes de resistencia a los antibidticos podrian pasar de este alimento a los

humanos.
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Acinetobacter incluye un grupo de bacterias que crecen en suelo y agua, ademas
de ser patdgenos oportunistas para los seres humanos. Se sabe que las cepas patdgenas
para humanos presentan resistencia intrinseca y adquirida a una amplia variedad de
antimicrobianos (Doughari et al., 2011). También cabe destacar que los Acinetobacter
detectados en el presente estudio (todos ellos identificados como A. oleivorans) de
rodajas de salmén crudo, también cultivado en acuicultura, fueron resistentes a un
menor nimero de antibidticos (4 y 6), pero todas dieron positivo para los determinantes
genéticos gqacEAL, sull y aac (6 ' )-1b, y dos de ellas también fueron positivas para el
gen blatem de la correspondiente  -lactamasa de espectro extendido. A. oleivorans se
ha descrito como una bacteria aislada de un arrozal capaz de degradar aceite diesel y n-
hexadecano (Kang et al, 2011). Hasta ahora, la resistencia a antibidticos de
Acinetobacter no patogenos ha sido poco estudiada, pero los resultados del presente
estudio sugieren que podrian ser un importante reservorio de genes para resistencia a los

antimicrobianos.

Entre los resultados obtenidos en el presente estudio cabe destacar que un
14,94% de los 87 aislados eran resistentes a imipenem. Los carbapenemicos fueron de
los ultimos B-lactamicos universales con actividad frente a Gram-negativos, pero los
genes de resistencia a carbapenemicos se estan extendiendo, (Nordmann et al., 2011).
Ademas, entre las metalo-p-lactamasas investigadas en el presente estudio, en dos de los
aislados (ambos pertenecientes a Pseudomonas) se detectaron los genes para la
imipenemasa (blajwp) Y el gen de la metalo-B-lactamasa NDM-1 de Nueva Delhi
(blanpm-1). En patogenos Gram-negativos se han detectado varias metalo-p-lactamasas
codificadas por ADN movil (Cornaglia et al., 2011). La metalo-B-lactamasa NDM-1 ha
sido descrita principalmente en Klebsiella pneumoniae y E. coli, aunque también se ha
encontrado en una gran variedad de otros miembros de la familia Enterobacteriaceae,
incluyendo Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. y Vibrio cholerae (Poirel et al., 2011;
Walsh et al., 2011; Mataseje et al., 2016). En P. aeruginosa, se ha descrito que el gen
cromosomico blanpm-1; Se encuentra dentro de un integron de clase 1 que tiene una
region comun (ISCR1) en una estructura de tipo Tn402 (Jovcic et al., 2013; Janvier et
al., 2013). Sorprendentemente, el integron también contenia el determinante de
resistencia a QACs gacEAL y el sull de resistencia a la sulfonamida. Se ha descrito una

agrupacion de genes similar para las regiones blanpm-1 del plasmido transferible de E.

116



coli pPNDM15-1078 (Mataseje et al., 2016). Ademas, blanpm-1 aparece con frecuencia en
asociacion con blevg., el cual confiere resistencia a la bleomicina, un antibiotico
glicopeptidico producido en la naturaleza por Streptomyces verticillus. Es posible que
las moléculas de tipo bleomicina contribuyan a la presion selectiva, lo que conduce a
una mayor propagacion de los productores de NDM en el medio ambiente (Mataseje et
al., 2016).

Todos los aislados de Aeromonas del presente estudio eran resistentes a
clorhexidina, ampicilina e imipenem. Ademas, dos de ellos dieron positivo para sull y
blarem Y uno también fue positivo para blactx.v. Aeromonas estan ampliamente
distribuidas en ambientes acuaticos (Holmes et al., 1996). EI género incluye especies
patdgenas para peces y humanos (como A. salmonicida y otros). En un estudio sobre
aislamientos resistentes a ampicilina de aguas de estuario, Henriques et al. (2006)
detectaron la presencia del gen de la integrasa (junto con otros genes asociados con
integrones de Clase 1) en cepas de Aeromonas. También se detecto la presencia de genes
de B-lactamasas blarem, blasny, blacpha Y blaoxa-s en las cepas de Aeromonas.
Sorprendentemente, el blapxa-s detectado en Aeromonas sp. y A. hydrophila se asocio
con integrones de clase I. Otro estudio sobre Aeromonas aislado de nueve granjas de
truchas de agua dulce en Australia informé sobre la presencia de sull junto con otros
genes de resistencia a antibioticos tipicamente asociados con integrones de clase | (Ndi
y Barton, 2011). Sin embargo, no se detectaron los genes de B-lactamasas investigados
(blatem Y blasyy). De acuerdo con los resultados obtenidos y los descritos por otros
autores, seria interesante llevar a cabo estudios adicionales con el fin de determinar la
posible asociacion entre los genes de B-lactamasas detectados en los aislados de

Aeromonas del presente estudio con los integrones de clase I.

En el presente estudio, se encontré un aislado resistente a la cefotaxima,
ceftazidima, estreptomicina y acido nalidixico, que fue identificado como Listeria
innocua. Este aislamiento resultod positivo para el gen de resistencia -lactamasa blapse.
En el estudio realizado por Jamali y colaboradores sobre resistencia a antimicrobianos
en cepas de Listeria spp. aisladas de pescado crudo y pescado comercializado al aire
libre en el mercado (Jamali et al., 2015), los autores detectaron una alta resistencia de L.
monocytogenes a la tetraciclina y a la penicilina G. Dichos resultados concordaban
también con los obtenidos en otros estudios previos (Rodas-Suéarez et al., 2006; Fallah

et al., 2013). Otro trabajo mostrd un alto nivel de resistencia a la ampicilina, cefotaxima
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(100%), penicilina (57%) en aislados de L. monocytogenes (Abdollahzadeh et al.,
2016). Podriamos especular que la cepa de L. innocua aislada de calamar en el presente
estudio procede de la contaminacion cruzada durante la manipulacion y procesado del
alimento. Aunque se trata de una especie no patdgena, los resultados sugieren que las
diferentes especies de Listeria presentes en los entornos de procesado de productos del
mar pueden actuar como reservorios de genes de resistencia a los antimicrobianos. La
exposicion a concentraciones bajas de antibioticos, desinfectantes, contaminantes
quimicos y metales puede actuar como presion selectiva y favorecer el desarrollo y la
prevalencia de resistencias entre poblaciones bacterianas autoctonas de los sistemas
alimentarios (Martinez, 2009).

Existe la preocupacién de que la exposicion a los metales pueda co-seleccionar
la resistencia a antibidticos. En el presente estudio, entre los aislados capaces de crecer a
altas concentraciones de sulfato de cobre y cloruro de zinc se encontraban
representantes de los géeneros Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter y Proteus. La
tolerancia al metal observada podria deberse a la exposicion directa a estos metales en el
medio ambiente. Ademas, el gen para la oxidasa multicobre pcoA/copA se detectd en
varias cepas de Pseudomonas que ademas llevaban genes de resistencia a antibidticos
(blactx-m, blartem, blapse, blanpm-a, blawe, aadAl, aac(6’)-1b, sull, sul2, floR). El
sistema inducible por cobre copABCDRS se describié por primera vez en el plasmido
pPT23D de P. syringae (Cha y Cooksey, 1991) y es homologo al sistema pco
encontrado en el plasmido conjugativo pRJ1004 de E. coli. Ademas del sistema
plasmidico, las ATPasas cromosomicas de tipo P son responsables de conferir
tolerancia a metales como cobre, zinc, cobalto, cromo y cadmio (Teitzel y Parsek,
2003).

Segun lo indicado por Berendonk et al. (2015), las presiones selectivas presentes
en entornos naturales como rios y lagos como resultado de practicas humanas estan
llevando a la aparicion de un creciente numero de aislados de Pseudomonas resistentes
a multiples farmacos (Berendonk et al., 2015). Sin embargo, en el estudio de la
resistencia de P. aeruginosa E67, aislada de un estuario contaminado por metales, no se
encontré relacion fisica entre los determinantes de resistencia a metales y a antibiéticos,
lo que sugiere un predominio de resistencia miltiple cruzada asociada con bombas de

exporte (Teixeira et al., 2016). Las bombas de exporte descritas en bacterias pueden
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utilizar una gran variedad de antimicrobianos, incluyendo colorantes, antibi6ticos y
biocidas (Poole, 2007). No obstante, seria interesante realizar estudios mas detallados
para determinar si existe alguna asociacion de los genes pcoA/copA plasmidicos con los
genes de resistencia a antibioticos en Pseudomonas.

En conclusion, los resultados del presente estudio indican claramente que las
bacterias presentes en pescado llevan genes resistencia a diferentes antimicrobianos. El
posible papel de estas bacterias en la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos
a través de la cadena alimentaria necesita ser mas investigado. También es importante
encontrar formas alternativas de manejar la resistencia antimicrobiana. Los métodos
biol6gicos como el uso de probioticos (Tan et al., 2016; Banerjee y Ray, 2017) o la
aplicacion de bacteri6fagos (Letchumanan et al., 2016; Torres-Barcel6 et al., 2016;
Parmar et al., 2017) podrian ser unas alternativas prometedoras al uso de los

antimicrobianos clasicos.

La piscicultura es una practica cada vez mas frecuente, y muy interesante como
medio para proporcionar una fuente de proteina asequible para la poblacion. Sin
embargo, la piscicultura puede generar ambientes en los que proliferen las bacterias
toxindgenas o patdgenas. Asi, como continuacion del estudio previo sobre resistencias a
antimicrobianos en cepas aisladas de pescado, nos propusimos conocer la biodiversidad
microbiana en una piscifactoria, y en especial en aquellos ambientes que pueden actuar
como reservorios y a la vez facilitar la dispersion de los microorganismos. En este
sentido, las superficies mojadas que estan en contacto con el aire merecen especial
atencién, ya que pueden comportarse como reservorios de bacterias facilitando asi la
propagacion de microorganismos. Los resultados del presente estudio mostraron que
algunas cepas de Acinetobacter (principalmente A. calcoaceticus/baumannii)
predominaban por lo menos en dos muestras de la granja de tilapia (muestras tomadas
del aireador del tanque de engorde y del sifon). La mayoria de las especies de
Acinetobacter son microorganismos ambientales no patégenos; sin embargo, las
especies adaptadas a los entornos clinicos estan causando graves problemas de salud
sobre todo en infecciones nosocomiales (Wong et al., 2017). Particularmente, A.
baumannii ha sido catalogado como uno de los patdgenos nosocomiales mas
importantes (Joly-Guillouet al., 2005; Peleg et al., 2008; Antunes et al., 2014). Esta
bacteria se adhiere formando biofilms en superficies abioticas, particularmente en las

interfases liquido-aire (Tomaras et al., 2003). Estas interfases son importantes para la
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diseminacion bacteriana a través de aerosoles. Dado los resultados obtenidos, debemos
realizar méas estudios para evaluar la presencia de Acinetobacter en aerosoles y los

posibles riesgos de exposicion para los trabajadores en las granjas de tilapia.

Otra razon para considerar a los acinetobacters como bacterias preocupantes en
la industria del pescado, es la presencia en estos de factores de resistencia a
antimicrobianos. Yoon et al. (2014) describieron que el gen aphA6 codifica una enzima
que confiere resistencia a la amicacina, el aminoglucésido mas activo para el
tratamiento de infecciones nosocomiales producidas por Acinetobacter spp. se disemind
a partir de la especie ambiental Acinetobacter guillouiae. Como se ha comentado mas
arriba, las cepas de A. calcoaceticus y A. oleivorans aisladas de rodajas de salmén y
langostinos vendidos en supermercados presentan maultiples resistencias a los
antibioticos (Romero et al., 2017). Ademas, las cepas de A. calcoaceticus llevan el gen
qacEA1 de resistencia a derivados de amonio cuaternario y el gen sull de resistencia a
la sulfonamida. Por tanto, razén de mas para estudiar la resistencia a los antibiéticos de

Acinetobacter en la piscicultura.

Respecto a otras posibles bacterias patdgenas para humanos, las OTUs asignadas
al género Legionella estaban comprendidas entre 0,15 y 0,19% en dos de las muestras,
pero el nimero de lecturas asignadas a Legionella pneumophila era demasiado bajo
como para llegar a una conclusion sobre el riesgo de exposicion a esta bacteria. Un
estudio reciente (Pereira et al., 2017) dice que la concentracion minima de L.
pneumophila detectada con Illumina MiSeq utilizando cebadores universales fue de 10°
copias de genoma por ensayo y que ademas este método subestima la carga de
Legionella en muestras de agua. Por tanto, se deben utilizar métodos mas especificos

para evaluar las concentraciones reales de Legionella en la granja de tilapia.

Otras bacterias patdgenas para humanos no representan una proporcion relevante
en la microbiota de las muestras estudiadas. Por lo que no parecen representar un riesgo
para los humanos en la contaminacion alimentaria. De manera similar, las principales
bacterias patdgenas que se han descrito en la tilapia (Newaj-Fyzul et al., 2008; Pech et
al., 2017) también tenian abundancias relativas muy bajas o0 no detectables, lo que
sugiere que los ambientes estudiados no son realmente reservorios relevantes de estos

patdgenos de peces. En el presente estudio, las OTUs predominantes del tanque de cria
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de larvas y las muestras del tanque de pre-engorde se identificaron como Cetobacterium
(principalmente Cetobacterium somerae), presumiblemente se originaron a partir de
heces de pescado. C. someras es un organismo anaerobio microaerotolerante resistente a
la vancomicina que produce acetato como principal producto metabélico final (Finegold
et al, 2003). C. somerae se aislo por primera vez de heces de nifios con autismo de
aparicion tardia que habian recibido tratamiento con vancomicina y también de las
heces de un nifio varon de 47 meses durante el primer tratamiento oral con vancomicina
(Finegold et al., 2003). Sin embargo, ain no esté claro que C. somerae sea un patdgeno
del tracto intestinal y que se encuentre en las heces de los nifios, en particular en
pacientes tratados con vancomicina (Finegold et al, 2003; Tsuchiya et al., 2008). La
resistencia a la vancomicina parece ser algo intrinseco, y hasta la fecha no se han
descrito elementos genéticos moviles en esta bacteria asociados a esta caracteristica.
También se ha aislado C. somerae productora de vitamina B12 a partir del intestino de
algunos peces de agua dulce, como carpa comdn (Cyprinus carpio), tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) y ayu (Plecoglossus altivelis) (Tsuchiya et al., 2008). Un
estudio llevado a cabo mediante secuenciacion masiva describe que Ceobacterium
forma parte de la microbiota de peces de agua dulce, principalmente de especies
carnivoras, omnivoras y filtradoras (Liu et al., 2016). El hecho de que otras bacterias
también descritas como relevantes en las heces de tilapia no se detectaran en el presente
estudio o presentaran una abundancia relativa muy baja sugiere una baja capacidad para
sobrevivir en las interfases humedas de la superficie y del aire. No existen estudios
previos sobre la capacidad de Cetobacterium para formar biopeliculas, pero este trabajo
puede ser importante para estudiar la supervivencia de la bacteria en ambientes

microaerofilicos fuera del huésped.

En el presente estudio, las cianobacterias no cultivadas fueron el grupo
predominante en una muestra de la pared del tanque (donde se podia ver un parche
verde de biomasa a simple vista) y también tenian altas abundancias relativas tanto en
muestras del suelo del tanque de engorde como en el aireador. Se han detectado
cianobacterias en las comunidades de bacterioplancton de estanques de tilapia (Fan et
al., 2016) y también en su microbiota intestinal (Standen et al., 2015). Las
cianobacterias pueden producir un conjunto de cianotoxinas (revisado por Buratti et al.,
2017). La ingestion de cianotoxinas puede causar envenenamiento severo en humanos,

animales y ganado (Buratti et al., 2017). Las altas concentraciones de cianotoxinas en
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agua dulce resultan principalmente por la formacién de afloramientos superficiales. Sin
embargo, las cianotoxinas pueden acumularse en los peces a través de la alimentacion
directa del fitoplancton, a traves de la absorcion de toxinas disueltas en el agua después
de la lisis bacteriana, a través de la absorcion epitelial o de la exposicién a traves de la
red alimentaria (Galvéo et al., 2009). La acumulacion de cianotoxinas en la tilapia de
agua dulce ya se ha descrito previamente (Deblois et al., 2008; Galvéo et al., 2009). El
potencial de produccién de cianotoxinas entre las cianobacterias del presente estudio es
dificil de evaluar, ya que la mayoria de las OTUs pertenecian a cianobacterias no
cultivadas y las OTUs asignadas a cianobacterias potencialmente toxicas (Planktothrix,
Phormidium, Aphanizomenon y Anabaena) tenian una baja abundancia relativa (de
1.05% a 2.60% en algunas muestras). Las consecuencias que podria tener una
exposicion repetida / o cronica a niveles bajos de cianotoxinas estan aln por determinar
(Buratti et al., 2017). Teniendo en cuenta que las cianobacterias estan presentes en las
granjas de tilapia y teniendo en cuenta que la tilapia puede acumular cianotoxinas, se
recomienda la inspeccion periodica de cianotoxinas en tilapia para consumo humano

como medida de seguridad.
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CONCLUSIONES






1.-Las bacterias aisladas de productos marinos presentan una baja incidencia de
tolerancia a los biocidas ensayados.

2.-En cambio, presentan una incidencia elevada de resistencia a antibiéticos como
ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol y trimetoprim/sulfametoxazol y en menor medida

también a imipenem y ceftazidima.

3.-La mayoria de las cepas tolerantes a biocidas también presentan resistencia a
antibidticos.

4.-La mayoria de las cepas tolerantes a biocidas y resistentes a antibioticos son especies
Gram-negativas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter y

Aeromonas.

5.-Un porcentaje bajo de las cepas estudiadas son multirresitentes tanto para biocidas

como para antibidticos.

6.-Se han encontrado correlaciones altamente significativas entre tolerancia a

determinados biocidas y resistencia a antibioticos.

7.-La mayoria de las cepas tolerantes a biocidas muestran también altos niveles de

tolerancia a los metales pesados cobre y cinc.

8.-Las cepas tolerantes a biocidas presentan genes de resistencia a antibioticos y en
menor medida también a biocidas y a metales pesados, indicando la presencia de

mecanismos especificos de resistencia.

9.-El estudio de biodiversidad bacteriana en una granja de tilapia indica que
Acinetobacter y Cyanobacteria son los principales grupos microbianos con una mayor

abundancia relativa y que podrian representar riesgos para la salud.

10.-La abundancia relativa de otros potenciales patdgenos para humanos asi como para

peces es baja.
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